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Zusammenfassung
Rund ein Drittel der Weltbevölkerung verwendet täglich Biomasse als Brennsto zum Heizen und
Kochen. Die Emissionen der häuslichen Biomasseverbrennung verursachen nach Schätzungen
der WHO weltweit pro Jahr über 4 Millionen Todesfälle. Holz ist bereits jetzt der wichtigste
Brennsto aus Biomasse und der globale Trend zur stärkeren Nutzung von nachwachsenden
Rohstoen wird die Emissionen aus der Holzverbrennung weiter erhöhen. Trotz der negativen
gesundheitlichen Auswirkungen der Verbrennungsaerosole, sind deren problematische Bestandteile
und ihre molekularen Wirkmechanismen weitgehend unbekannt.
Daher war das Ziel dieser Arbeit, die toxischen Substanzen im Holzrauch zu identizieren und
ihre Wirkung zu charakterisieren. Hierzu wurden kultivierte humane Lungenzellen aus Alveo-
len (A549) und Bronchiolen (BEAS-2B) verwendet und mit frisch generiertem Holzrauch oder
gesammelten Holzrauchpartikeln behandelt. Das Testen des unveränderten Verbrennungsaerosols,
das heißt sowohl der Partikel, als auch der gasförmigen Verbrennungsprodukte, erfordert die Ver-
wendung eines neuartigen Air-Liquid-Interface (ALI) Expositionssystems. Bei der gegenwärtigen
Standardmethode zur Untersuchung von Verbrennungsemissionen werden gesammelte Partikel in
Zellkulturmedium suspendiert und anschließend auf Zellen gegeben. Mit Hilfe eines ALI-Systems
können die Zellen jedoch, ohne Kulturmedium auf der apikalen Seite, direkt den unveränderten
Verbrennungsprodukten ausgesetzt werden. Ein solches System wurde weiterentwickelt und biolo-
gisch validiert. Die wichtigsten Neuerungen sind die Implementierung einer Referenzbehandlung
mit Reinluft und die Möglichkeit, die Partikeldosis durch Verwendung eines elektrostatischen
Feldes zu erhöhen.
Bei den Holzrauch-exponierten Zellen wurden die Veränderungen der globalen Genregulierung
mit einer mRNA-Sequenzierung untersucht. Die vierstündige Behandlung mit 1:10 verdünnten
Emissionen führte in beiden Zelllinien zur dierentiellen Regulation von über 2000 Gene. Überra-
schenderweise waren gasförmige Substanzen für nahezu alle Änderungen in der Genexpression ver-
antwortlich. Die Gasphase führte zur Aktivierung der auf Stress reagierenden Kinasen p38, JNK und
ERK1/2 und bewirkte eine Verschiebung der metabolischen Gleichgewichte im Energiestowechsel,
darunter eine Akkumulation von Succinat und Verstärkung der anaeroben Glykolyse. Darüber
hinaus wurden Markergene der Epithelialen-Mesenchymalen-Transition induziert, die eine Rolle
in der Pathogenese von Fibrose und Tumormetastasierung spielt. Die Gasphase induzierte DNA-
Einzelstrangbrüche und die Bildung von γ-H2AX Foci, einem Marker der DNA-Schadensantwort.
Mit einem systembiologischen Ansatz konnten Aldehyde, die im Holzrauch vor allem in Form
von Formaldehyd und Acetaldehyd vorhanden sind, als Verursacher der γ-H2AX Foci Bildung
identiziert werden. Diese Stoklasse kann auch in Zusammenhang mit den anderen durch Holz-
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rauch hervorgerufenen Eekte gebracht werden. Inwiefern weitere Gasphasenkomponenten zu
den Wirkungen des Holzrauchs beitragen, muss in zukünftigen Studien geklärt werden.
Nach ALI-Exposition wurde auch eine zytotoxische Wirkung der partikulären Emissionen
festgestellt. Außerdem induzierten die Partikel die Genexpression von CYP1A1 eine Antwort auf im
Holzrauch vorkommende kanzerogene polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoe (PAK) mit
hoher Relevanz für Mutagenese und Kanzerogenese. In der Submersexposition wurde festgestellt,
dass die Bioverfügbarkeit von partikelgebundenen PAKs besonders hoch ist. Ebenfalls erhöhten
submers applizierte Holzrauchpartikel die Entstehung von reaktiven Sauerstospezies, für deren
Bildung Rußanteile und Metalle verantwortlich waren.
Interventionstrategien zur Vermeidung negativer gesundheitlicher Eekte durch Verbrennungs-
abgase zielen bislang vorwiegend auf die Reduzierung partikulärer Emissionen ab. Aufgrund
der Akkumulation von inhalierten Partikeln haben die partikelspezischen Eekte langfristig
eine hohe gesundheitliche Relevanz. Die partikulären Bestandteile Ruß, Metalle und besonders
PAKs wurden in der vorliegenden Arbeit als wichtige Parameter der Toxizität identiziert. Die
dargestellten Ergebnisse verdeutlichen aber auch, dass bei der toxikologischen Beurteilung von
Verbrennungsaerosolen der Gasphase eine größere Aufmerksamkeit zukommen muss. Insbeson-
dere gilt dies für reaktive Aldehyde, die in vitro maßgeblich für die biologischen Wirkungen des
Holzverbrennungsaerosols sind. Die Relevanz von gasförmigen Verbrennungsprodukten — beson-
ders der entstehenden Aldehyde — für gesundheitsschädliche Wirkungen auf den Menschen sollte
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1.1.1. Motivation zur toxikologischen Charakterisierung von Holzrauch
Weltweit verwendet rund ein Drittel der Weltbevölkerung täglich Biomasse als Brennsto zum
Heizen und Kochen (Bonjour et al. 2013). In den letzten Jahren sind die Emissionen aus der Biomas-
severbrennung als eine wichtige Quelle negativer gesundheitlichen Auswirkungen verstärkt in das
wissenschaftliche Interesse gerückt. Nach Schätzungen der WHO verursachen Emissionen aus der
häuslichen Biomasseverbrennung weltweit pro Jahr über 4 Millionen Todesfälle. Die menschliche
Exposition gegenüber Verbrennungsprodukten von Biomasse ist in Entwicklungsländern beson-
ders hoch, wo die Brennstoe häug in Innenräumen ohne angemessene Belüftung verbrannt
werden. In Industrienationen ist die Exposition in Innenräumen aufgrund geringerer Nutzung von
Verbrennungsöfen und besserer Belüftung in der Regel geringer. Aber selbst in diesen Ländern
stammt Feinstaub in der Außenluft zu 10 - 15 % aus der Biomasseverbrennung (Belis et al. 2013;
Thurston et al. 2011).
Holz ist bereits jetzt der wichtigste Brennsto der häuslichen Biomasseverbrennung (Straif et al.
2013) und wird aufgrund des globalen Trends zur stärkeren Nutzung von nachwachsenden Rohstof-
fen in der Zukunft noch populärer werden. Eine starke Zunahme der Holzverbrennung wird auch
beobachtet, wenn wirtschaftliche Schwierigkeiten für eine Verknappung der Heizölverfügbarkeit
sorgen. So wurde in Griechenland während der jüngsten Wirtschaftskrise ein 2.5-facher Anstieg
der Biomasseverbrennung beobachtet (Sigsgaard et al. 2015).
Die gesundheitsschädliche Wirkung von Feinstaub ist bereits seit längerer Zeit bekannt und er ist
mittlerweile als Kanzerogen anerkannt (Dockery und Pope 1994; Straif et al. 2013). Holzrauch wurde
jedoch erst in den letzten Jahren als Gesundheitsrisiko wahrgenommen und seine Auswirkungen
sind in wissenschaftlichen Studien bisher wenig untersucht (Kocbach Bølling et al. 2009; Naeher
et al. 2007).
1.1.2. Physikochemische Zusammensetzung des Holzrauchs
Die Holzverbrennung ist ein komplexer Prozess, der aus vielen aufeinanderfolgenden homoge-
nen und heterogenen Reaktionen besteht. Die grundlegenden Phasen einer Verbrennung sind
Trocknung, Zersetzung und Vergasung des Holzes und Oxidation der entstandenen brennbaren
Gase (Nussbaumer 2003). Bei der Holzverbrennung entstehen Emissionen in Form eines Aerosols,
das heißt ein heterogenes Stogemisch aus festen bzw. üssigen Partikeln in einer Gasphase.
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Die Qualität der Verbrennung hat Einuß auf die Menge und Art der entstehenden Emissionen
und ist maßgeblich vom stöchiometrischen Verhältnis des angebotenen sowie zur vollständigen
Verbrennung notwendigen Sauerstos bestimmt (Nussbaumer 2003).
Die Trockenmasse von Holz besteht nahezu ausschließlich aus Zellulose (50 - 70%) und Lignin
(30%). Abhängig von der verwendeten Holzsorte sind in geringen Mengen ebenfalls niedermole-
kulare organische Verbindungen wie Harze, Wachse und Zucker und anorganische Salze vorhan-
den (Naeher et al. 2007). Die vollständige Verbrennung der organischen Bestandteile resultiert in
der Bildung der typischen Verbrennungsgase CO2 und NOx (NO und NO2). In der Realität wird
eine vollständige Verbrennung aller organischen Bestandteile aber nicht erreicht (Lamberg et al.
2011).
Deshalb entstehen je nach Verbrennunsgbedingungen unterschiedliche Mengen an Produkten
der unvollständigen Verbrennung. Im Holzrauch können typischerweise mehrere Hundert ver-
schiedene unvollständige Verbrennungsprodukte gefunden werden. Zu den wichtigsten gehören
polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoe (PAKs), Ruß, CO und Aldehyde (Naeher et al. 2007;
Nussbaumer 2003). Die unbrennbaren Bestandteile, vor allem Alkalisalze, aber auch im Brenn-
holz vorhandene Schwermetalle, bleiben in der Asche zurück oder werden in partikulärer Form
emittiert (Lamberg et al. 2011; Nussbaumer 2003). Die partikulären Emissionen entstehen durch Ver-
dampfung der unbrennbaren Bestandteile im heißen Glutbett, die nach Abkühlen des Rauchgases zu
anorganischen Partikeln kondensieren. Bei der unvollständigen Verbrennung werden die partikulä-
ren Emissionen hingegen durch Ruß und kondensierte schwerüchtige organische Verbindungen
dominiert (Lamberg et al. 2011). In realen Verbrennungen existieren diese beiden Partikeltypen
gleichzeitig und können während der Entstehung und Abkühlung miteinander interagieren. So
kommt es während des Abkühlens zur zunehmenden Kondensation von semivolatilen organischen
Verbindungen und die primär gebildeten Partikel können zu größeren Sekundärpartikel agglome-
rieren bzw. aggregieren (Kocbach Bølling et al. 2009; Naeher et al. 2007). Die resultierende Größe
der emittierten Partikel liegt üblicherweise in Größenbereichen von 50-400 nm (Kocbach Bølling
et al. 2009; Naeher et al. 2007).
1.1.2.1. Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoe
PAKs gehören zu den am besten untersuchten Produkten der unvollständigen Verbrennung. Der
Wirkmechanismus der PAKs ist gut bekannt und viele Vertreter der PAKs sind Humankanzero-
gene (Baird et al. 2005). Einer der stärksten kanzerogenen PAKs ist Benzo[a]pyren (B[a]P). B[a]P
wird durch die Phase-I-Enzyme der Cytochrom-P450-abhängigen Monooxygenasen metabolisch
aktiviert und in der Folge detoxiziert. Die metabolische Aktivierung führt aber auch zu hochreak-
tiven gentoxischen Intermediaten, den Dihydrodiolepoxiden, die zur DNA-Schädigung und, bei
hohen Konzentrationen, auch zum Zelltod führen können (Baird et al. 2005; Donauer et al. 2012;
Schreck et al. 2009) (Abb. 1.1). Eine wichtige Monooxygenase bei der Aktivierung von PAKs ist
CYP1A1 (Cytochrom P450, Familie 1, Subfamilie A, Polypeptid 1). CYP1A1 wird durch Bindung
















Abbildung 1.1.: Metabolische Aktivierung von Benzo[a]pyren durch CYP1A1. Die durch PAKs in-
duzierbare Monooxygenase CYP1A1 epoxidiert Benzo[a]pyren zum Benzo[a]pyren-7,8-Epoxid. Bei der
nachfolgenden Hydrolyse durch die Epoxid-Hydrolase wird das inaktive Dihydrodiol gebildet. Durch erneu-
te Oxidation durch CYP1A1 entstehen hochreaktive Benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxide (Baird et al.
2005).
kann die relative Genexpression von CYP1A1 als spezischer Marker für die Bioverfügbarkeit
von PAKs verwendet werden (Baird et al. 2005). Andere PAKs haben analoge Wirkmechanismen,
verfügen aber über ein im Vergleich zu B[a]P unterschiedlich ausgeprägtes kanzerogenes Potential.
In der Umwelt kommen PAKs nur als Mischungen vor, weshalb zur Beschreibung der Toxizität
eines PAK-Gemischs häug sogenannte B[a]P-Toxizitätsäquivalente (TEQ) verwendet werden. Für
die wichtigsten PAKs wurden Toxizitätsäquivalenzfaktoren (TEF) ermittelt, welche die relative
Toxizität zu B[a]P ausdrücken. Zum Beispiel bewirkt ein PAK mit einem TEF von 0.1 bei gleicher
Konzentration wie B[a]P eine 10%ige Aktivierung des AhR. Die Konzentrationen der in der Mi-
schung vorhandenen PAKs werden mit ihren TEF multipliziert und aufsummiert. Die resultierende
TEQ-Konzentration des PAK-Gemischs entspricht der Konzentration von reinem B[a]P mit der
gleichen Toxizität.
1.1.2.2. Ruß
Ruß entsteht wie PAKs bei der unvollständigen Verbrennung. Im wesentlichen besteht Ruß aus
elementarem Kohlensto (EC). Er kann aber auch wenige Massenprozent Wassersto enthal-
ten, der von den Kohlenwasserstoen stammt, aus denen der Ruß während der unvollständigen
Verbrennung gebildet wird. Strukturell bestehen Rußpartikel aus konzentrisch angeordneten Gra-
phenschichten. Die Graphen-Domänen an der Oberäche können reduktive und oxidative Prozesse
beschleunigen, indem sie organische Moleküle adsorbieren und durch ihr delokalisiertes Π-System
Elektronenübergänge erleichtern (Oh et al. 2012). Diese katalytische Aktivität wird durch das hohe
Oberächen-Volumenverhältnis von Rußpartikeln begünstigt. Die Oberächenreaktivität ist von
3
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toxikologischem Interesse, da sie die Bildung von reaktiven Sauerstospezies (ROS) begünstigen
kann (Garza et al. 2008; Nel et al. 2006).
1.1.2.3. Metalle
Während PAKs und Ruß bei ezienteren Verbrennungsbedingungen abnehmen, nimmt die Emissi-
on von Metallen zu. Dies liegt an der stärkeren Evaporation durch die höheren Verbrennungstempe-
raturen und der Bildung von üchtigen Metallchloriden (Sippula et al. 2008). Wenn der Metallgehalt
relativ zur Partikelmasse betrachtet wird, wie es in der Toxikologie üblich ist, scheinen die Emissio-
nen aus ezienten Verbrennungsprozessen besonders metallreich. Werden die Metallemissionen
stattdessen auf die verbrannte Holzmenge bezogen, ist dies nicht zwangsläug der Fall (Lamberg
et al. 2011; Orasche et al. 2012). In der Regel ist Zink die häugste Metallspezies in Holzrauch-
partikeln (WSP, wood smoke particles). Neben der Volatilität während der Verbrennung wird die
Häugkeit von Metallen in den partikulären Emissionen aber auch durch die Metallgehalte des
Brennholzes selbst bestimmt. Deshalb können sich die Metallgehalte in Emissionen von Brennholz
unterschiedlicher Holzsorten oder Herkunftsregionen deutlich unterscheiden und unter Umständen
können auch andere Metalle, wie Eisen, Kupfer oder Chrom in ähnlichen Konzentrationen wie
Zink in WSP vorkommen (Schmidl et al. 2008).
Viele Metalle (bzw. ihre Salze und Oxide) sind für ihre zytotoxischen und kanzerogenen Ei-
genschaften bekannt (Beyersmann und Hartwig 2008). Die Toxizität bzw. Kanzerogenität der
Metalle beruht zum Beispiel auf der Generierung von ROS, die sie durch Katalyse von Fenton
und Fenton-ähnlichen Reaktionen oder der Inhibierung von Enzymen, die an der Detoxizierung
von ROS beteiligt sind, bewirken können. Zusätzlich können Metalle durch Inaktivierung von
DNA-Reparaturprozessen die genomische Stabilität negativ beeinussen (Beyersmann und Hartwig
2008; Stohs und Bagchi 1995). Von besonderer Bedeutung in Hinblick auf ihre Toxizität ist die
partikuläre Natur der Metalle in WSP. Partikuläre Metallspezies können über einen „Trojanisches
Pferd“-Mechanismus über endozytotische Mechanismen die Zellmembran passieren und so intrazel-
lulär viel höhere Konzentrationen erreichen als lösliche Verbindungen (Gebel et al. 2014; Limbach
et al. 2007). Dieser Mechanismus ist für Metalle am Besten untersucht, ähnliche Überlegungen
gelten aber auch für Ruß und PAKs (Dilger et al. 2016).
1.1.2.4. Gasförmige Bestandteile
Neben den partikulären Emissionen enthält Holzrauch auch gasförmige Schadstoe wie CO, NOx
und leichtüchtige organische Verbindungen wie z.B. Benzol, Phenole oder Aldehyde (Naeher et al.
2007).
Stickoxide führen zu Reizungen der Atemwege und Entzündungserscheinungen. Bei einer
chronischen NOx-Exposition können wiederkehrende Schädigungen und Reparaturprozesse mög-
licherweise die Entstehung von Fibrose begünstigen (Persinger et al. 2002; Weinberger et al. 2001).
Benzol ist ein von der Internationalen Agentur für Krebsforschung (IARC) als humankanzerogen
eingestufter Aromat. Um toxisch zu wirken, muss Benzol, wie die PAKs, metabolisiert werden. Die
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Metabolisierung geschieht ebenfalls CYP-abhängig, wodurch unter anderem Phenol, Hydrochinon
und Catechol entstehen kann. Hydrochinone und Catechole können durch Redox-Cycling ROS
generieren. Darüber hinaus entstehen reaktive Epoxide, die mit Proteinen und DNA reagieren
können und so zyto- und gentoxisch wirken (Snyder et al. 1993).
Bei den Aldehyden im Holzrauch handelt es sich hauptsächlich um Formaldehyd (FA) und
Acetaldehyd (AA), welche aufgrund ihrer kanzerogenen respektive potentiell kanzerogenen Eigen-
schaften (Baan et al. 2009; IARC 1999) intensiv untersucht wurden. Für die kanzerogene Wirkung
spielt die Reaktion der elektrophilen Aldehyde mit primären und sekundären Aminen eine wichtige
Rolle, wobei intra- und intermolekulare Verknüpfungen von biologischen Makromolekülen wie
DNA und Proteine gebildet werden (Kawanishi et al. 2014; Stingele und Jentsch 2015).
1.1.3. Zur Toxikologie des Holzrauchs
1.1.3.1. Inhalation von Verbrennungsaerosolen
Die Exposition gegenüber Holzrauch erfolgt inhalativ über die Lungen. Über den Atemtrakt kön-
nen sowohl partikuläre als auch gasförmige Verbindung in den Körper gelangen. Eingeatmeter
Holzrauch gelangt über den Nasen-Mund-Rachenraum und die Luftröhre (Trachea) in die Bronchi-
en (Abb. 1.2). Die Bronchien verzweigen sich in bis zu 22 Generationen in die Bronchiolen und
enden in den Alveolen (Yeh und Schum 1980). In den Alveolen ndet auf einer Oberäche von
rund 150 m2 (bei Erwachsenen) der Gasaustausch statt (Gehr et al. 1978). Die hohe Oberäche der
Alveolen führt aber auch dazu, dass inhalierte Partikel leicht über Diusion abgeschieden werden
können.
Die Deposition von inhalierten Partikeln in der Lunge ist größenabhängig (Abb. 1.2). In jedem der
drei Bereiche des Atemtrakts, dem Nasen-, Mund- und Rachenraum, dem Tracheobronchialbaum
und Alveolarraum, werden signikante Mengen Partikel verschiedener Größe abgeschieden. Ober-
dörster et al. (2005) beschreiben die größenabhängige Partikeldeposition basierend auf Daten der
International Comission for Radiological Protection (ICRP). Demnach werden 90% der Partikel
unter 1 nm im Nasen-, Mund- und Rachenraum abgeschieden, ebenso wie der größte Teil von
Partikeln über 1 µm. Partikel zwischen 1 nm und 1 µm erreichen die unteren Atemwege. Partikel
von etwa 10 nm bis 100 nm werden zu hohen Anteilen in den Alveolen deponiert. Die typische Grö-
ßenverteilung der Partikel eines Holzrauchaerosols liegt bei 50-400 nm (Kocbach Bølling et al. 2009;
Naeher et al. 2007), wovon rund 40% nach Inhalation in der Lunge abgeschieden werden (Muala et al.
2015b). Unlösliche Partikel können über den Mukus und Zilienschlag aus den oberen Atemwegen
und Bronchien entfernt werden. In den Alveolen hingegen, müssen die Partikel von Makropha-
gen entfernt werden. Die Makrophagen phagozytieren die Partikel und bewegen sich langsam in
Richtung des mukoziliären Apparats. Die Entfernung durch Makrophagen verläuft aber nur sehr
langsam. Im Menschen wird eine Retentionszeit von bis zu 700 Tagen angenommen, weshalb es
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Abbildung 1.2.: Der aerodynamische Durchmesser von Partikeln bestimmt die regionale Deposi-
tionswahrscheinlichkeit in der Lunge. Partikel unter 1 nm und über 1 µm werden vorwiegend im Nasen-,
Mund- und Rachenraum abgeschieden. Partikel zwischen 1 nm und 1 µm erreichen die unteren Atemwege.
In den Alveolen verbleiben vor allem die Partikel zwischen 10 und 100 nm. Adaptiert nach Oberdörster et al.
(2005).
Die regionale Absorption von gasförmigen Substanzen ist maßgeblich durch ihre Wasserlös-
lichkeit bestimmt. Stark wasserlösliche Substanzen werden bereits in den oberen Atemwegen
absorbiert, schlechter wasserlösliche Gase gelangen hingegen in die unteren Atemwege bis in die
Alveolen (Asgharian et al. 2012; Bein und Leikauf 2011; Davies 1985).
1.1.3.2. Epidemiologische Studien
Mehrere epidemiologische Studien stellten einen Zusammenhang zwischen Emissionen aus der
Holzverbrennung und einem erhöhten Erkrankungs- und Sterblichkeitsrisiko fest, zum Beispiel
durch Untersuchung von Bevölkerungsgruppen aus Gegenden mit Waldbränden (Johnston et al.
2012) oder besonders hoher Verwendung von Holz als Brennstoquelle (Ezzati et al. 2000; Sanhueza
et al. 2009). In Gegenden mit hoher Verbreitung von Holzverbrennung konnten Pilotprojekte durch
Bereitstellung von moderneren Öfen mit besseren Verbrennungsezienzen bei den Studienteilneh-
mern eine Senkung des Blutdrucks bzw. geringere Häugkeit an Erkrankungen wie Bronchitis und
Grippe erzielen (McCracken et al. 2007; Noonan et al. 2012). Darüber hinaus weisen Arbeiter, die
berufsbedingt einer erhöhten Exposition gegenüber Holzrauch unterliegen, verstärkt systemische
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und pulmonale Beschwerden auf (Greven et al. 2012; Kato et al. 2004; Neitzel et al. 2009; Swiston
et al. 2008).
1.1.3.3. Kontrollierte humane Inhalationsstudien
Kontrollierte Kurzzeit-Inhalationsstudien mit freiwilligen Probanden bekräftigen die epidemiologi-
schen Studienergebnisse (Sigsgaard et al. 2015). Zum Beispiel konnten nach zweimaliger Kurzzeit-
inhalation von vier Stunden Dauer (Partikelkonzentration 240-280 µg/m3) in einwöchigem Abstand
erhöhte Mengen von ausgeatmetem Malondialdehyd und dem urinären Marker Prostaglandin
F2α nachgewiesen werden, welche beide auf erhöhten oxidativen Stress hinweisen (Barregard
et al. 2008; Barregard et al. 2006). Muala et al. (2015a) stellten nach der dreistündigen Inhalation
von Holzrauch (314 µg/m3) aus der unvollständigen Verbrennung deutliche Abnahmen der Makro-
phagen, Neutrophilen und Lymphozyten in der bronchialen und broncheoalveolären Lavage von
Freiwilligen fest. Ebenfalls beobachteten sie eine schwache Zunahme von Entzündungsmarkern
in Biopsieproben. In der gleichen Probandenstudie wurde ebenfalls eine transiente Erhöhung der
arteriellen Versteifung und eine Modulation der Herzfrequenzvariabilität festgestellt (Unosson
et al. 2013). Weitere Studien im Konzentrationsbereich von 200-500 µg/m3 und ein- bis zweimaliger
Inhalationsdauer von zwei bis vier Stunden stellten neben pneumologischen ebenfalls systemische
Entzündungsmarker fest (Ghio et al. 2012; Riddervold et al. 2012). Es gibt allerdings auch Human-
studien unter diesen Bedingungen, die nach Untersuchung vergleichbarer Parameter keine oder
lediglich sehr schwache Eekte feststellten (Bønløkke et al. 2014; Forchhammer et al. 2012; Jensen
et al. 2014; Sehlstedt et al. 2010; Stockfelt et al. 2012; Stockfelt et al. 2013).
1.1.3.4. In vivo Studien
Viele der epidemiologisch mit Holzrauch assozierten schädlichen Wirkungen könnten mit einer
chronischen Exposition gegenüber Holzrauch zuammenhängen. Langzeitstudien mit freiwilligen
Probanden sind unter kontrollierten Bedingungen nicht möglich, in begrenztem Umfang wurden
solche Studien aber mit Nagern durchgeführt. Chronische Inhalationsstudien über wenige Tage bis
Wochen, stützen überwiegend die epidemiologischen Erkenntnisse. Die Folgen der chronischen
Exposition umfassen die Bildung von Lungenödemen und -emphysemen, die Beeinträchtigung des
Gasaustauschs sowie akute und chronische Entzündungsreaktionen, zusammengefasst in Naeher
et al. (2007). Zwei Studien untersuchten mit chronischer Exposition über einen Zeitraum von
mehreren Monaten, ob die Inhalation von Holzrauch zu einer höheren Inzidenz von Lungentumoren
in Mäusen führt. Nach 19 monatiger Exposition gegenüber hohen Konzentrationen Holzrauch
(14.9 mg/m3) wurde im Vergleich zur Kontrollgruppe eine deutlich erhöhte Lungenkrebshäugkeit
festgestellt. Eine andere Studie, die Mäuse über 6 Monate lang mit realistischeren Konzentrationen
an Holzrauch exponierte (0.3-1 mg/m3), stellte hingegen keine Zunahme der Tumorrate fest (Naeher
et al. 2007). Zou et al. (2014) stellten nach 4 bis 7 monatiger Exposition erhöhte Werte für Marker
der Epithelialen-Mesenchymalen-Transition (EMT) fest, die eine wichtige Rolle bei der Entstehung
von Fibrose, aber auch der Tumormetastasierung, spielt.
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Durch Instillation von gesammelten WSP werden in der Regel hohe Partikelkonzentrationen in
der Lunge erzielt, die der Partikelbelastung einer Inhalation über lange Zeiträume entsprechen.
Aufgrund der einmaligen Dosisapplikation als Bolus anstelle der Akkumulation über einen längeren
Zeitraum könnten sich die Auswirkungen allerdings von einer echten chronischen Exposition
unterscheiden (Oberdörster et al. 2005).
In einer aktuellen Instillationsstudie untersuchten Happo et al. (2013) die Wirkungen von Holz-
rauchpartikeln aus Verbrennungen in verschiedenen Holzheizkesseln in Mäusen. Dabei induzierten
die gesammelten Partikel aus den Emissionen eines Pelletbrenners die Bildung von DNA-Strang-
brüchen im Lungengewebe. Verbrennungsprodukte aus anderen Heizkesseln führten darüber
hinaus zur Induktion von Entzündungsmarkern und stützen somit die weiteren publizierten in
vivo Studien.
1.1.3.5. In vitro Studien
In vitro Untersuchungen verfügen im Vergleich zu in vivo Studien über eine verringerte experi-
mentelle Komplexität. In Hinblick auf die Zielsetzung dieser Arbeit können sie daher besonders
wertvoll sein, weil so der Fokus der Untersuchungen stärker auf die physikochemischen Parameter,
die die Wirkungen von WSP bestimmen, und ihre molekularen Wirkmechanismen gesetzt werden
kann.
Uski et al. (2014) stellten fest, dass WSP aus inezienter und glimmender Verbrennung mehr
PAKs enthalten als Partikel aus ezienten Verbrennungsprozessen und dass die PAK-Gehalte
mit der Gentoxizität in murinen Makrophagen korrelierten. Zur Zytotoxizität und Generierung
von oxidativem Stress bestand hingegen keine Korrelation. Gauggel-Lewandowski et al. (2013)
berichteten hingegen von einer deutlichen Aktivierung des AhR, selbst bei der Untersuchung
von Partikeln aus ezienten Verbrennungsbedingungen, was möglicherweise durch eine höhere
Bioverfügbarkeit der PAKs als bei den Partikeln der Studie von Uski et al. (2014) erklärt werden
kann. Eine andere Studie untersuchte WSP aus verschiedenen Verbrennungsbedingungen mit
einem Kokultur-Modell. Obwohl die Sekretion inammatorischer Zytokine durch die organischen
Extrakte der Partikel unterschiedlich stark angeregt wurde, konnte keine Korrelation zum PAK-
Gehalt festgestellt werden (Bølling et al. 2012).
Ruß wird, wie PAKs, verstärkt während der unvollständigen Verbrennung gebildet. Deshalb
weisen PAK-reiche Emissionen in der Regel auch einen hohen Rußgehalt auf. Allerdings ist nur
wenig über die toxikologische Wirkung von Ruß in WSP bekannt. Mehrere Studien, die sich mit
anderen Verbrennungspartikeln beschäftigten, stellten eine Korrelation zwischen Rußgehalt und
oxidativem Stress fest (Chuang et al. 2011; Garza et al. 2008). Die Oberäche von Rußpartikeln spielt
eine wichtige Rolle bei der Bildung von reaktiven Sauerstospezies (ROS) (Nel et al. 2006; Stoeger
et al. 2009). Carbon Black, das aus chemisch nahezu reinem elementaren Kohlensto besteht, wurde
in mehreren Studien als Surrogat für Rußpartikel verwendet und induzierte sowohl Entzündungs-
reaktionen als auch ROS (Aam und Fonnum 2007; Diabaté et al. 2011; Garza et al. 2008; Monteiller
et al. 2007; Pulskamp et al. 2007). Metalle nden sich in relativ hohen Gehalten in Partikelproben
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von ezienten Verbrennungsprozessen (siehe Kapitel 1.1.2.3) und wurden bereits mit der Toxizität
von Verbrennungsemissionen in Verbindung gebracht (Diabaté et al. 2011; Fritsch-Decker et al.
2011). Ihre Rolle bei der Wirkung von WSP wurde bisher aber kaum untersucht. In einer Makro-
phagenzelllinie bewirkten metallreiche WSP im Vergleich mit anderen WSP eine stärkere akute
Zytotoxizität und Bildung von ROS (Uski et al. 2014). Unter den toxikologisch relevanten Metallen
hat Zink normalerweise den größten Anteil in WSP. Daher wurden Zinkoxid Nanopartikel sowie
zinkhaltige künstliche Referenzpartikel im Vergleich mit WSP untersucht und konnten die WSP
vermittelte Toxizität (Sekretion von inammatorischen Zytokinen und Generierung von ROS)
teilweise imitieren (Torvela et al. 2014b). Die Wirkungen von allein gasförmigen Komponenten in
Holzrauch wurden bisher nicht charakterisiert. Zwei Gruppen untersuchten bislang die Wirkungen
von Holzrauch auf Lungenzellen an der Luft-Flüssigkeits-Grenzschicht, bei der neben den partiku-
lären Emissionen ebenfalls Komponenten der Gasphase mit den Zellen in Kontakt treten (siehe
Abschnitt 1.4). In beiden Studien wurde allerdings nicht zwischen partikulären und gasförmigen
Emissionen unterschieden (Hawley und Volckens 2013; Künzi et al. 2013). Hawley und Volckens
(2013) leiteten die Emissionen einer oenen Feuerstelle sowie von zwei einfachen Holzöfen auf
kultivierte primäre Lungenzellen. Lediglich die Emissionen der oenen Feuerstelle führten dabei
zu einer mäßigen Induktion von inammatorischen und anti-oxidativen Genen. Künzi et al. (2013)
konnten hingegen keine Anzeichen von Entzündungsreaktionen feststellen. In dieser Studie befand
sich über den Zellen allerdings ein Flüssigkeitslm, der die Zellen möglicherweise vor schädlichen
Wirkungen des Aerosols schützte. Darüber hinaus schätzten die Autoren die Partikeldosis deutlich
geringer als in der Studie von Hawley und Volckens (2013). Die Verbrennungsgase aus anderen
Biomasseverbrennungen sind in gewissem Rahmen mit der Holzverbrennung vergleichbar, wes-
halb Erkenntnisse über die Gasphasentoxizität anderer Emissionen eventuell auf den Holzrauch
extrapoliert werden können.
Zigarettenrauch ist das mit Abstand am besten toxikologisch charakterisierte Aerosol. Eine aktu-
elle Studie führte interessanterweise die Reduzierung der metabolischen Aktivität von mit Zigaret-
tenrauch behandelten Zellen zu 90% auf dampf- bzw. gasförmige Bestandteile zurück, während
die anderen untersuchten Parameter, die Freisetzung von pro-inammatorischen Zytokinen, auf
die partikuläre Phase zurückzuführen war (Azzopardi et al. 2015). Manche der potentiell toxischen
gasförmigen Verbindungen im Holzrauch wurden unabhängig von ihrer Rolle bei Verbrennungsae-
rosolen toxikologisch untersucht. Mögel et al. (2011) testeten zum Beispiel die üchtigen Aromaten
Styrol und Benzol, die auch im Holzrauch zu nden sind, an der Luft-Flüssigkeits-Grenzschicht
und konnten zeigen, dass diese über die Generierung von ROS die MAP-Kinasen aktivieren und
pro-inammatorische Prozesse einleiten können.
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1.2. In vitro Testsysteme
1.2.1. Submers vs Air-Liquid-Interface Exposition
+ schnell und einfach, geringe Kosten
+ keine speziellen Geräte notwendig
+ Einsatz von Hochdurchsatzmethoden
-  keine Analyse der Gasphase  
-  Resuspendieren führt zu Veränderung  
  der Partikel (Agglomeration, Löslichkeit) 
-  Deposition abhängig von der Sedimen-
  tation und Diffusion der Partikel
-  unrealistischer Dosisbereich 
+ Bessere Simulation von Inhalations-
    prozessen  
+ Keine Veränderung des Aerosols
+ Alle deponierten Partikel sind in Kontakt 
 mit den Zellen  
-  komplexes Expositionssystem  
-  Personalintensiv
+ realistischere Dosis 








Abbildung 1.3.: Die ALI-Exposition hat einige Vorteile gegenüber der klassischen Submersexpo-
sition. Bei der ALI-Exposition werden Zellen direkt mit dem gegebenenfalls verdünnten aber ansonsten
unveränderten Aerosol exponiert, während bei der Submersexposition resuspendierte Partikel in Zellkultur-
medium auf die Zellen gegeben werden. Im Gegensatz zur Submersexposition, können mit der ALI-Exposition
gasförmige Bestandteile von Aerosolen getestet werden. Weitere Unterschiede der Methoden werden im
Text erklärt.
Die de facto Standardmethode zum Testen der Toxizität von Aerosolen in vitro ist die submerse
Applizierung von gesammelten Partikeln. Hierbei werden Partikel aus Verbrennungsprozessen,
zum Beispiel mit Hilfe von Filtern, aerodynamischen Abscheidern oder elektrostatischer Depo-
sition gesammelt. Die Partikelproben werden in Zellkulturmedium dispergiert und anstelle des
reinen Kulturmediums auf Zellkulturen gegeben. Diese Methode ist aus der klassischen Toxikologie
mit löslichen Substanzen entstanden, ihre Popularität beruht auf ihrer Einfachheit und Schnellig-
keit. Außerdem benötigt diese Methode keine speziellen Geräte und verursacht relativ geringe
Kosten (Paur et al. 2011).
Die Methode hat aber einige Nachteile für die toxikologische Charakterisierung von Verbren-
nungsaerosolen. Der gravierendste Nachteil ist der Verlust der Gasphase bei der Probenahme.
Verbrennungsaerosole enthalten verschiedenste toxische oder potentiell toxische Gase bzw. leicht
üchtige ogranische Verbindungen, die mit der Submersmethode nicht getestet werden können.
Ebenfalls führt die Resuspension der Partikel im Zellkulturmedium zu einer Veränderung der
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physiko-chemischen Eigenschaften der Partikelproben. Zum Beispiel können Partikel oder auf-
kondensierte Substanzen durch das Dispergieren gelöst und im Kulturmedium verdünnt werden.
Ebenfalls kann sich das Agglomerationsverhalten verändern. Der Agglomerationzustand in Par-
tikelsuspensionen stellt einen kritischen Einußfaktor für die Ergebnisse von in vitro Studien
dar (Gualtieri et al. 2011; Sharma et al. 2014; Wick et al. 2007). Zum Beispiel hat der Agglomerations-
zustand, und damit die Partikelgröße, einen erheblichen Einuss auf die Dosis in Submersstudien,
denn die Sedimentation und Diusion bestimmt welcher Anteil der applizierten Partikel mit den
Zellen wechselwirken. Dieser Anteil kann experimentell nur mit größerem Aufwand bestimmt
werden. Meistens muss er über Modelle abgeschätzt werden, die einen stabilen Agglomerations-
zustand erfordern, welcher aber oft nicht gegeben ist. Zudem werden in Submersstudien in der
Regel Konzentrationen eingesetzt, die mehrere Größenordnungen über den in der Lunge möglichen
Partikelbelastungen liegen (Paur et al. 2011).
Die Air-Liquid-Interface (ALI) Exposition ist der Submersexposition in diesen Punkten überle-
gen. Charakteristisch für die ALI-Exposition ist, dass die Zellen auf der apikalen Seite nicht mit
Kulturmedium bedeckt sind. Auf diese Weise kann das Testaerosol ohne Artefakte, wie sie bei der
Probenahme entstehen, auf die Zellen geleitet werden. Beispiele für solche Artefakte sind die oben
genannte zusätzliche Agglomeration der Partikel oder der Verlust der Gasphase des Aerosols. Damit
die Zellen während der Exposition mit Kulturmedium versorgt werden können, werden sie auf
einer permeablen Membran kultiviert und stehen über die basolateralen Seite mit dem Medium in
Kontakt. Diese Exposition stellt somit eine realistischere Simulation der Inhalation von Aerosolen
dar. Auch die Dosis ist in ALI-Experimenten besser deniert, denn alle abgeschiedenen Partikel
sind in Kontakt mit den Zellen. Die erzielte Partikeldosis bei Verwendung der ALI-Technik bewegt
sich üblicherweise in realistischeren Bereichen als bei Anwendung der Submersmethode (Paur
et al. 2011). Zu den Nachteilen der ALI-Exposition gehört vor allen Dingen, dass die Methode
zur reproduzierbaren Durchführung ein aufwendiges Expositionssystem benötigt. Ein solches
System steht bisher nur wenigen Laboren zur Verfügung, was vermutlich der Hauptgrund ist, dass
die Methode nur in einer geringen Zahl von Studien verwendet wird. Weitere Nachteile sind die
deutlich höheren Kosten für Verbrauchsmaterialien im Vergleich zu Submersversuchen und dass
Instandhaltung und Betrieb in der Regel zusätzliches Personal erfordern. Ein in der heutigen Zeit
nicht zu unterschätzender Nachteil ist, dass die Anzahl der individuell exponierbaren Zellkulturen
genauso wie die Anzahl der gleichzeitig verwendbaren Testaerosole stark limitiert ist, während die
Kultivierung und Inkubation unter submersen Bedingungen ohne Probleme hochdurchsatzfähig
ist. Ausführlicher sind die Charakteristika und Möglichkeiten der ALI-Exposition in Mülhopt et al.
(2016) und im Übersichtsartikel von Paur et al. (2011) beschrieben.
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Abbildung 1.4.: Aufbau des Karlsruher Expositionssystems. Das Testaerosol gelangt über einen Vor-
abscheider in den Konditionierungsreaktor. Von dort wird das Aerosol auf die Zellkulturen geleitet. Die
Verwendung von Filtern zur Entfernung der Partikel erlaubt das separate Testen der Gasphase. Zusätz-
lich können die Zellen für eine Kontrollbehandlung mit Reinluft exponiert werden. Auf der rechten Seite
ist der Aufbau einer einzelnen Expositionskammer im Detail abgebildet. Das Aerosol trit durch einen
trompetenförmigen Einlass gleichmäßig auf den Zellen auf und wird danach aus der Expositionskammer
herausgeleitet.
Die Exposition von Zellen an der Luft-Flüssigkeits-Grenzschicht setzt die Verwendung eines
speziellen Geräts voraus, das in erster Linie für einen gleichmäßigen Kontakt des Aerosols mit der
Oberäche der Zellkulturen sorgt. In Abbildung 1.4 ist der Aufbau des in Karlsruhe entwickelten
Expositionssystems abgebildet. Das Aerosol gelangt über einen Vorabscheider in einen Konditionie-
rungsreaktor. Der Vorabscheider imitiert die Funktion des oberen Atemtrakts, der große Partikel
abscheidet bevor sie in die Bronchiolen und Alveolen gelangen. Im Konditionierungsreaktor wird
das Aerosol auf 37°C temperiert und mit Wasserdampf befeuchtet, um die Zellen vor dem Austrock-
nen zu schützen. Aus dem Konditionierungsreaktor erfolgt die Probenahme für die Zellexposition
auf isokinetische Weise: die Entnahme des Probevolumenstromes erfolgt mit der gleichen Strö-
mungsgeschwindigkeit wie im Konditionierungsreaktor. Auf diese Weise werden Verfälschungen
des Testaerosols aufgrund der größenabhängigen Trägheit der Partikel vermieden. Aus dem Kondi-
tionierungsreaktor kann auf gleiche Weise auch die Probenahme für andere Analysentechniken
stattnden, wie z.B. die Bestimmung der Partikelanzahl- und Partikelgrößenverteilung des Aerosols
oder die chemische Analytik. Vom Konditionierungsreaktor führen die Probenahmeleitungen in
die Expositionsmodule, in denen die Zellkulturen in individuellen Expositionskammern (Abbildung
1.4, rechts) mit dem Aerosol in Kontakt treten. In den Expositionskammern bendet sich Zellkul-
turmedium, das die Zellen während der Exposition versorgt. Im Rahmen der vorgelegten Arbeit
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wurden für Kontrollbehandlungen die Zellen auch mit gelterter Reinluft begast (siehe Kapitel
3.2.1). Um spezisch nur die Wirkungen der Gasphase zu untersuchen, können Partikellter in die
Probeleitungen eingebracht werden. So gelangen lediglich die gasförmigen Aerosolbestandteile
auf die Zellen. Die deponierte Partikelmasse kann mit einer Quarzmikrowaage (QCM) in einer
speziellen Expositionskammer ohne Zellen gemessen werden (Mülhopt et al. 2009). In der aktuellen
Entwicklungsstufe verfügt das Karlsruher System außerdem über die Möglichkeit, die Partikeldosis
mit Hilfe eines elektrostatischen Feldes bis zu einer Abscheiderate von 9% zu erhöhen (Mülhopt
et al. 2016).
Andere Arbeitsgruppen verfügen über ALI-Expositionssysteme mit teilweise unterschiedlichen
technischen Lösungen. Die meisten Systeme arbeiten mit einem kontinuierlichen Fluß, der aus
einem frisch generierten Aerosol entnommen wird. Die Systeme von Aufderheide et al. (2013),
Bitterle et al. (2006), Bruijne et al. (2009), Kim et al. (2013), Mertes et al. (2013), Savi et al. (2008)
und Tippe et al. (2002) verwenden, wie das Karlsruher System, eine durch Diusion bestimmte
Partikelabscheidung durch das Überströmen der Zellkulturen mit dem Aerosol auf der apikalen Seite.
Broßell et al. (2013) hingegen benutzen ein unterschiedliches Prinzip. Sie kultivieren die Zellen auf
der Unterseite der permeablen Membran der Zellkulturgefäße und verwenden thermophoretische
Kräfte um Partikel im Vorbeiströmen von der Unterseite auf den Zellen abzuscheiden. Diese
Methode hat den Vorteil einer sehr hohen Depositionsezienz von bis zu 20%.
Manche Systeme verfügen ebenfalls über die Möglichkeit, die Partikeldosis mit einem elektro-
statischen Feld zu erhöhen und erreichen so Depositionsezienzen von rund 8% (Mertes et al.
2013; Savi et al. 2008). Höhere Partikeldosen können erreicht werden, wenn die Partikel zusätzlich
aufgeladen werden. Mit dieser Methode werden Depositionsraten von über 90% erzielt (Bruijne et al.
2009; Sillanpää et al. 2008). Diese beiden Systeme verfügen allerdings nicht über eine Befeuchtung,
um die Zellen vor dem Austrocknen zu schützen, wie sie zum Beispiel in den Systemen von Bitterle
et al. (2006), Mertes et al. (2013) und Panas et al. (2014) umgesetzt wurde. Das von Lenz et al. (2009)
entwickelte System unterscheidet sich von den bisher beschriebenen ALI-Systemen, die mit einer
kontinuierlichen Aerosolquelle arbeiten. Stattdessen werden in diesem System üssige Proben
vernebelt. Die Nebeltröpfchen sinken aufgrund des sogenannten „cloud-settling“ rasch auf Zellkul-
turen ab, weshalb in kurzer Zeit hohe Dosen erzielt werden können. Das System ist besonders für
Aerosole aus Flüssigkeiten geeignet, wurde aber auch bereits verwendet um Partikelproben auf
Zellen zu testen (Endes et al. 2014; Lenz et al. 2014). Diese Methode zeichnet sich durch ihren einfa-
chen Betrieb und Handhabung aus. Da die Partikel hierfür in einer Flüssigkeit dispergiert werden
müssen, teilt die Methode aber einige der damit verbundenen Nachteile mit der Submerskultur.
ALI-Expositionssysteme wurden bereits mehrfach erfolgreich für die toxikologische Analyse von
Verbrennungsaerosolen verwendet. Das mit Abstand am besten untersuchte Verbrennungsaerosol
ist Zigarettenrauch. Mit Hilfe der ALI-Technik konnte zum Beispiel wiederholt gezeigt werden, dass
gasförmige Bestandteile eine Rolle bei der Toxizität von Zigarettenrauch spielen (Azzopardi et al.
2015; Fukano et al. 2004; Fukano et al. 2006; Nara et al. 2013; Okuwa et al. 2010). Die Emissionen von
Diesel- oder Benzinmotoren zeigten bei Verwendung der ALI-Exposition mehrfach eine höhere
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Toxizität als bei Verwendung der Submersmethode (Cooney und Hickey 2011; Lichtveld et al. 2012).
Auch die Rolle der Gasphase dieser Aerosole wurde untersucht. Holder et al. (2008) und Knebel et al.
(2002) konnten nach Entfernung der Partikel keine Veränderung der Toxizität der Motorabgase
beobachten, was vermuten lässt, dass die Gasphase für die Toxizität verantwortlich ist. Seagrave
et al. (2007) konnten dieses Ergebnis allerdings nicht bestätigen. Oeder et al. (2015) verglichen
die Emissionen eines mit Diesel oder Schweröl betriebenen Schisdieselmotors. Mit mehreren
Omics-Techniken wurde festgestellt, dass das Dieselabgas ein breiteres Spektrum an molekularen
Veränderungen bewirkt als die Schwerölemissionen. Möglicherweise war hierfür ein hoher Anteil
kleiner Rußpartikel in den Dieselemissionen verantwortlich. Mit der Wirkung von Holzrauch an
der Luft-Flüssigkeits-Grenzschicht beschäftigten sich bisher lediglich zwei Studien in geringem




Um negative gesundheitliche Auswirkungen durch Holzverbrennungsemssionen zu vermeiden, sind
geeignete Interventionsstrategien nötig. In Deutschland wurden beispielsweise mit dem Bundes-
Immissionsschutzgesetz (BImSchG) strenge rechtliche Auagen implementiert um Emissionen
von Verbrennungsanlagen zu limitieren. Grenzwerte für Emissionen aus kleinen und mittleren
Feuerungsanlagen basieren derzeit auf der Masse von CO und partikulären Emissionen. Für indus-
trielle Großfeuerungsanlagen bestehen darüber hinaus auch Grenzwerte für anorganische Gase wie
Stickoxide und Schwefeldioxid und Quecksilber. Bei der Holzverbrennung entsteht allerdings eine
Vielzahl verschiedener Substanzen die hinsichtlich ihrer biologischen Wirkung nur zum Teil gut
untersucht sind. Insbesondere zu den Wirkungen von organischen Verbindungen in der Gasphase
ist nur sehr wenig bekannt. Daher ist die Charakterisierung der gesundheitlich bedenklichen
Substanzen von größter Bedeutung, um besser denierte Grenzwerte festzulegen oder Emissionen
gezielt verändern zu können.
Ziel dieser Arbeit war es, die toxikologisch relevanten Bestandteile von Holzverbrennungs-
emissionen zu identizieren und ihre Wirkung auf kultivierte Lungenzellen zu charakterisieren.
Gemäß des Expositionsweges gegenüber Verbrennungsemissionen wurden hierfür zwei epitheliale
Lungenzelllinien alveolären und bronchialen Ursprungs verwendet, A549 und BEAS-2B.
Zunächst standen gesammelte Partikelproben aus der Holzverbrennung im Fokus, die
mit der herkömmlichen Submersexposition überprüft und mit den Wirkungen repräsentativer
Substanzen für die Bestandteile der Holzverbrennungspartikel verglichen werden sollten. Da die
Exposition unter Submersbedingungen aber eine Reihe von Nachteilen mit sich bringt, insbesondere
dass gasförmige Verbrennungsprodukte nicht getestet werden können, bestand der Schwerpunkt
der Arbeiten darin, dieWirkungen vonHolzrauch an der Luft-Flüssigkeits-Grenzschicht
zu untersuchen.
Hierfür sollte in Kooperation mit der Abteilung Aerosol- und Partikeltechnologie am Institut
für Technische Chemie ein dort entwickeltes System für die Exposition an der Luft-Flüssigkeits-
Grenzschicht weiterentwickelt und biologisch validiert werden. Dies beinhaltet in erster Linie die
Implementierung der Möglichkeit Zellen für Referenzbehandlungen im Expositionssystem mit
Reinluft zu exponieren.
Um einen umfassenden Überblick hinsichtlich der Wirkungen des Holzrauchs zu bekommen,
sollten die Zellen mit dem kompletten Holzrauch, der Gasphase und mit Reinluft behandelt werden
und die Wirkungen auf die globale Genexpression mit einer mRNA-Sequenzierung analysiert
werden. Die so gewonnen Daten dienen nach bioinformatischer Auswertung als Grundlage für die
Auswahl weiterer zu untersuchender Endpunkte um die Wirkmechanismen zu bestätigen. Hierzu
gehört unter anderem eine Metabolomanalyse in Zusammenarbeit mit Partnern von der Universität
Luxemburg. Außerdem sollte, ausgehend von der Transkriptomanalyse, mit systembiologischen




2. Material und Methoden
Eine Liste der verwendeten Puer und Lösungen ist im Anhang zu nden, sofern nicht direkt
im Text beschrieben. Alle nicht explizit aufgeführten Chemikalien wurden von Roth, Karlsruhe
bezogen. Alle nicht explizit aufgeführten Verbrauchsmaterialen in der Zellkultur stammen von
Greiner, Frickenhausen.
2.1. Kultivierung und Behandlung der Zellen
2.1.1. Kultivierung der Zellen
In dieser Arbeit wurden zwei humane Lungenepithelzelllinien verwendet, A549 und
BEAS-2B. Bei der A549 Zelllinie handelt es sich um alveolare Zellen die aus einem Lungenkar-
zinom gewonnen wurden (Giard et al. 1973). BEAS-2B stammen aus dem bronchialen Epithel.
Im Gegensatz zu A549 Zellen handelt es sich um keine Krebszelllinie, sondern um Zellen aus
einer gesunden Spenderlunge, die durch Infektion mit einem SV40 Adenovirus immortalisiert
wurden (Reddel et al. 1988). Die Zellen wurden bei 37 °C, 95% relativer Luftfeuchte und 5% CO2 im
RPMI-1640 Medium (Gibco) (A549) mit 10% FKS (Sigma-Aldrich) und 1% Penicillin-Streptomycin
(Gibco) bzw. KGM Medium (BEAS-2B) (Lonza, Walkersville, MD, USA, mit allen Supplementen
außer Gentamycin/Amphotericin, stattdessen 1% Penicillin-Streptomycin) kultiviert. Bei Erreichen
einer Konuenz von etwa 80-90% (A549: 2-3 Tage, BEAS-2B: 3-5 Tage) wurden die Zellen passagiert.
Hierfür wurden die A549 Zellen mit PBS gewaschen und 1.5 mL Trypsin (0.25%, Gibco) auf den
Zellen verteilt, abgesaugt und für etwa 3 min bei 37°C inkubiert. Mit 10 mL frischem Medium
wurden die Zellen vereinzelt und ein Aliquot in etwa 15 mL frischem Medium weiterkultiviert
(T75). BEAS-2B Zellen wurden nach dem Waschen mit PBS mit 1 mL Trypsin (0.05%) bedeckt und
7 min später nach Zugabe von 9 mL frischem Medium vereinzelt. Die Zellsuspension wurde 5 min
bei 150 g zentrifugiert, das Pellet in frischem Medium resuspendiert und ein Aliquot in etwa 15
mL frischem Medium in T75 Flaschen weiterkultiviert. Für die Kultivierung von BEAS-2B Zellen
wurden zur besseren Adhärierung und Expansion alle Zellkulturgefäße für mindestens 30 min mit
einer Coating-Mischung beschichtet (10 µg/mL Fibronectin (Biopure), 30 µg/mL Collagen (Roche),
10 µg/mL BSA (Sigma-Aldrich) in PBS) und vor Verwendung einmal mit PBS gewaschen.
2.1.2. Vorbereitung der Zellen zur Behandlung
Zur Behandlung der Zellen wurden beide Zelllinien wie oben beschrieben aus Zellkulturaschen
abgelöst und in den zur Behandlung verwendeten Multiwellplatten oder Transwell-Inserts (Trans-
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well® 3450 Clear, 24 mm Durchmesser, 0,4 µm Porengröße, Polyestermembran, Corning) kultiviert.
Dabei wurde das Volumen der Suspensionen sowie die Zelldichte so gewählt, dass in allen Versu-
chen, unabhängig vom verwendeten Kulturgefäß, das Verhältnis von Zellzahl zu Grundäche des
Kulturgefäßes konstant war. Eine Übersicht der verwendeten Volumina und Zelldichten ist in Tabel-
le A.1 zu nden. Für die Behandlung wurden BEAS-2B Zellen in RPMI-1640 statt KGM kultiviert, da
KGM nicht in glutamin- bzw. glucosefreier Formulierung für die Versuche mit Isotopenmarkierung
(Analyse metabolischer Flüsse, S. 27) erhältlich ist. Nach 24 h wurde das Medium entfernt und
ohne Waschen durch serumfreies Medium mit suspendierten Partikeln oder gelösten Substanzen
für Submersversuche bzw. für ALI-Versuche auf der basolateralen Seite mit serumfreiem Medium,
dass zusätzlich HEPES enthielt, ersetzt (Details siehe 2.1.4.2).
2.1.3. Submersexposition von Partikeln
2.1.3.1. Verwendete Partikel
Die verwendeten Partikel aus der Holzverbrennung (WSP, wood smoke particles) wurden während
einer Feldkampagne des Technologie- und Förderzentrum (TFZ) Straubing aus den Emissionen
eines Kachelofens in einem Privathaushalt abgeschieden. Entsprechend den Feuerungsgewohnhei-
ten im privaten Sektor, wurden die Partikel bei der unvollständigen Verbrennung von gemischtem
Brennholz gesammelt. Das Brennholz bestand aus Holzbriketts, Spaltholz aus Hart- und Weich-
hölzern sowie Holzabfällen. Die Partikel wurden von Gauggel et al. (2012) bereits beschrieben
(Probe „PM#2“) und wurden von Sonja Mülhopt (ITC-TAB, KIT) zur Verfügung gestellt. In Ab-
schnitt 3.1 wurden zusätzlich zwei weitere Partikeltypen verwendet: Carbon Black Nanopartikel
(CB14, Printex® 90, Primärpartikelgröße 14 nm), zur Verfügung gestellt von Evonik (Frankfurt),
und Zinkoxid Nanopartikel (ZnO, Primärpartikelgröße < 100 nm), erworben von Sigma-Aldrich
(Katalognr.: 54906, Taufkirchen). Alle Partikel wurden mit dem LAL-Test (Lonza) auf Endotoxine
getestet. Partikelsuspensionen von 1 mg/mL in VE Wasser wurden 10 min bei 20.000 g zentrifugiert
und der Überstand nach Herstellerprotokoll getestet. Bei allen Partikeln war der Messwert nicht
vom Blank zu unterscheiden, eine Beeinussung der Testergebnisse durch Endotoxine kann daher
ausgeschlossen werden.
2.1.3.2. Herstellung von Partikelsuspensionen
Zur Herstellung der Partikelsuspensionen für die Submersbehandlung wurden zunächst Stamm-
suspensionen mit einer Konzentration von 1 mg/mL aus 5 - 15 mg Partikelprobe in serumfreiem
RPMI-1640 Medium hergestellt. Die Stammsuspensionen wurden mit einer Ultraschallspitze für
15 s soniziert (duty cycle 50, output control 5, Branson Sonier® 250, Schwäbisch Gmünd).
Die Endkonzentrationen zur Zellbehandlung wurden in einem Schritt durch Verdünnung der
Stammsuspension mit serumfreiem Medium hergestellt und direkt vor Applikation auf die Zellen
im Vortex geschüttelt. Das eingesetzte Volumen zur Inkubation wurde so gewählt, dass in allen
Versuchen, unabhängig vom verwendeten Kulturgefäß, die Partikeldosis pro Zelläche konstant
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war. Eine Umrechnung der eingesetzten Volumenkonzentrationen (in µg/mL) in eine Flächendosis
(in µg/cm2) unter Annahme vollständiger Deposition der Partikel ist in Tabelle 2.1 zu nden.
Tabelle 2.1.: Umrechnungstabelle der verwendeten Partikelsuspensionen von µg/mL nach µg/cm2
5 10 50 100 µg/mL
1.57 3.16 15.8 31.6 µg/cm2
2.1.4. Exposition von Zellen an der Lu-Flüssigkeits-Grenzschicht
2.1.4.1. Generierung und Charakterisierung des Holzrauchaerosols
Das untersuchte Aerosol wurde durch Verbrennung von Buchenscheitholz in einem für Privathaus-
halte typischen Kaminofen (8kW, Modell Toronto, Fa. Haase) erzeugt. Das
Brennholz wurde im Technikum gelagert um möglichst konstante Lagerbedingungen zu gewähr-
leisten. Der Ofen wurde rund eine Stunde vor dem Start eines Zellexperimentes angefeuert, um
während der Zellexposition eine möglichst konstante Betriebstemperatur zu erzielen. Durch ver-
gleichbare Feuerungsintervalle und Holzmengen wurde versucht die Emissionsschwankungen
zwischen Versuchen gering zu halten. Während eines 4 h Expositionsversuchs wurden typischer-
weise zwischen 5 und 7 kg Brennholz in 5 - 6 Chargen verbrannt. Der Holzrauch wurde in einer
Verdünnungsanlage (Diabaté et al. 2008) im Verhältnis 1:10 mit gelterter Umgebungsluft verdünnt.
Die Probenahme zur Charakterisierung des Holzrauchs fand innerhalb des Expositionssystems an
der gleichen Stelle statt, an der auch die Aerosolproben für die Zellexposition genommen wurden.
Für die Metall- und PAK-Analytik wurden Quarzglaslter verwendet. Zur Probenahme der Car-
bonyle wurden zwei Orbo 555 DNPH-Kartuschen (Sigma-Aldrich) in Reihe geschalten und wie bei
einer Zellexposition das gelterte Aerosol vor einzelnen Expositionskammern durch die Kartuschen
geleitet. Metall-, PAK- und Carbonylanalytik wurde durch Kooperationspartner durchgeführt(für
die verwendeten Methoden siehe Punkt 2.2). Die Partikelgrößen- und Partikelanzahlverteilung
wurde mit SMPS im Größenbereich von 14 bis 780 nm ermittelt.
2.1.4.2. Zellbehandlung im Expositionssystem
Um die Zellen in CO2-armer Atmosphäre außerhalb des Inkubators zu verwenden, wurde ein
Kulturmedium mit Zusatz eines CO2-unabhängigen Puers (25 mM HEPES) verwendet. Vor Trans-
port der Zellen zum Ort der Exposition wurde das Zellkulturmedium zur Anzucht der Zellen auf
der apikalen Seite entfernt und auf der basolateralen Seite durch 1.5 mL RPMI-1640 Medium mit
HEPES und ohne FKS ersetzt. In die Becher der Expositionskammern wurde 6.5 mL des selben
Mediums gefüllt und die Zellen luftblasenfrei eingesetzt. Für die Analyse der metabolischen Flüsse
wurde für diese Schritte das entsprechende isotopenmarkierte Medium verwendet. Das Aerosol
wurde mit einem Volumenstrom von 2.66 m3/h aus der Verdünnungsanlage über einen Partikel-
abscheider (Abscheidegrenze 2.5 µm) in den Konditionierungsreaktor geleitet. Dort wurde das
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Aerosol auf 85% r.H. und 37°C konditioniert und isokinetisch 100 mL/min Proben in jede der
Expositionskammern in Vitrocell CF Stainless® Modulen geleitet, in denen sich die Zellkulturen
benden. Um das Aerosol von Partikeln zu befreien, wurden HEPA Filter vor den Einlass in die Ex-
positionskammern eingebaut. In den Versuchen bei denen die Carbonyle entfernt wurden, wurden
zusätzlich je eine DNPH-Kartuschen vor den Expositionskammern verwendet, die vor Versuchsbe-
ginn mit Feuchtigkeit gesättigt wurden. Für die Reinluftkontrollen wurden Zellen auf gleiche Weise
statt Aerosol mit gelterter Umgebungsluft exponiert. Zusätzlich wurden Inkubatorkontrollen
mitgeführt, dabei wurden die Zellen in den Transwell-Inserts während der Behandlungszeit in
6-Well Platten in einen CO2-freien Inkubator gestellt.
2.2. Chemische Analytik
Die chemische Analytik wurde durch Kooperationspartner vom Joint Mass Spectrometry Centre
(JMSC) am Helmholtz Zentrum München durchgeführt. Die Carbonyle wurden durch Ahmed Reda,
die restlichen Parameter durch Jürgen Orasche analysiert.
2.2.1. Organische Verbindungen
Für die Analytik der Partikelproben in Kapitel 3.1 wurden etwa 10 mg Partikelproben mit gemisch-
ten internen Standards versetzt (für Details siehe Orasche et al. (2011) sowie Tabelle A.3) und wie
in Dilger et al. (2016) beschrieben analysiert. Kurz zusammengefasst, wurden die Proben separat
mit Dichlormethan (ultrapur) bzw. Toluen (ultrapur) extrahiert und im Ultraschallbad extrahiert.
Dichlormethanextrakte wurden zur Trockne eingedampft und durch Zugabe von 100 µL MSTFA
(N-Methyl-N-tri-methylsilyltriuoracetamid, Macherey-Nagel) derivatisiert. Die Toluenextrakte
wurden auf 100 µL eingeengt und ohne Derivatisierung analysiert. Die Proben wurden mit GC-
MS (Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra, Shimadzu, Japan) mit einer 60 m BPX-5 Säule (0.22 mm ID,
0.25 µm Schicht, SGE, Australien) analysiert. Die relativen Standardabweichungen der Methode
wurden anhand der Kondenzintervalle einer Kalibrierung mit dem gleichen Standardgemisch
ermittelt (Orasche et al. 2011). Die Filterproben des Holzrauchaerosols aus Kapitel 3.3.1 wurden
mit der in Orasche et al. (2012) beschriebenen Thermodesorptionsmethode mit in situ Derivatisa-
tion analysiert. Dabei wurden abhängig von der Partikelbeladung Filterstücke von 4 bis 20 mm2
ausgestanzt und mit Isotopenmarkierten Standards gespiked. Nach Derivatisierung wurden die
desorbierten Moleküle auf einer 60 m BPX-5 Säule (0.22 mm ID, 0.25 µm Schicht, SGE, Australien)
aufgetrennt und mit einem Pegasus III TOF Massenspektrometer (LECO, St. Joseph, MI, USA)
analysiert.
2.2.2. EC/OC-Gehalt
Der EC- und OC-Gehalt wurde thermisch-optisch mit dem IMPROVE-A Protokoll analysiert. Die
Analyse wurde mit den gleichen ausgestanzten Filterstücken durchgeführt, mit denen auch die




Die Metallanalytik wurde wie in Orasche et al. (2012) beschrieben durchgeführt, mit der Ausnahme
dass lediglich ICP-MS verwendet wurde. Kurz zusammengefasst, wurden Filteraliquote in HClO4
und HNO3 aufgeschlossen und mit ICP-MS analysiert (Orasche et al. 2012).
2.2.4. Carbonylanalytik
Die Carbonyle wurden wie in Reda et al. (2015) beschrieben analysiert. Dabei wurden die DNPH-
Kartuschen mit Acetonitril eluiert und mit GC-MS (Shimadzu GCMS-QP2010
Ultra, Shimadzu, Japan) mit einer 60 m BPX-5 Säule (0.22 mm ID, 0.25 µm Schicht, SGE, Aus-
tralien) analysiert. Durch die Probenahme mit zwei in Reihe geschaltenen DNPH-Kartuschen
wurde sichergestellt, dass keine Carbonyle durch die Kartusche durchgebrochen sind. Geöne-
te Kartuschen, über die während der Probenahmezeit kein Gas strömte, wurden als Blank mit
analysiert und vom Analysenergebnis abgezogen.
2.3. Elektronenmikroskopische Untersuchungen
2.3.1. Morphologie der Partikelproben
Mit dem Transmissionselektronenmikroskop (TEM) EM 109 von Zeiss (Oberkochen) wurde die
Morphologie von Partikelproben untersucht. Hierzu wurde eine 50 µg/mL Partikelsuspension in
bidest. H2O hergestellt und 10 µL auf ein mit Formvar beschichtetes 75 mesh Kupfergrid getropft,
bei Raumtemperatur (RT) getrocknet und direkt mit dem TEM analysiert.
2.3.2. Untersuchung von aufgenommenen Partikeln
Für die Untersuchung, ob Partikel nach der ALI-Exposition in die Zellen aufgenommen wurden,
wurden Querschnitte xierter Zellen unter dem TEM analysiert. Die Zellen wurden auf Transwells
mit einer Polycarbonatmembran, statt wie üblich einer Polyestermembran, ausgesät und nach
Behandlung im ALI-System an verschiedenen Stellen der Membran kreisrunde Stücke von 6
mm Durchmesser ausgestanzt und xiert. Nach Postxierung mit Osmiumtetroxid (Polysciences)
und Kontrastierung mit Uranylacetat (Merck) wurden die Zellen in EtOH entwässert und im
Epoxidharz EPON 812 (Serva Electrophoresis) eingebettet. Aus dem Epoxidharzblock wurden mit
einem Ultramikrotom (EM UC6K, Leica, Solms) 70 nm dicke Schnitte angefertigt. Die Schnitte
wurden auf einem Kupfergrid gesammelt und mit dem TEM EM109 von Zeiss (Oberkochen)
analysiert. Um ein umfangreiches Bild der aufgenommenen Partikeln zu erhalten, wurde von jeder
untersuchten Bedingung mindestens 20 Zellen untersucht.
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2.4. Zytotoxizitätstests
2.4.1. Metabolische Aktivität (AlamarBlue®)
Die metabolische Aktivität wurde mit dem AlamarBlue®-Reagenz (AbD Serotec) untersucht. Der
AlamarBlue®-Assay untersucht die Fähigkeit von Zellen den nicht-uoreszierenden Farbsto
Resazurin durch mitochondriale Dehydrogenasen zum uoreszierenden Resorun zu reduzie-
ren (O’Brien et al. 2000). Die Zellen wurden in einer 24-Well Platte (Submersexperimente) oder
Transwell-Inserts im 6-Well Format (ALI-Experimente) ausgesät. Nach der Behandlung in 24-Well
Platten wurde das Medium im Überstand entfernt und 300 µL einer 10% (v/v) AlamarBlue®-Lösung
in RPMI-1640 ohne FKS auf die Zellen gegeben. Bei Versuchen mit Transwell-Inserts wurde das
basolaterale Medium gründlich entfernt, so dass keine Flüssigkeitsbrücken zwischen Transwell-
membran und Boden der 6-Well Platte entstehen und 500 µL 10% AlamarBlue® auf die apikale Seite
gegeben. Die Zellen wurden mit dem Reagenz für 1 h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Je 100 µL
des Überstands wurden in 96-Well Platten überführt und die Fluoreszenz des reduzierten Reagenz
im Mikroplattenleser bei 580 nm Anregung und 620 nm Emission quantiziert (Bio-Tek FL600,
Software KC4, MWG-Biotech AG). 10%ige AlamarBlue®-Lösung ohne Kontakt zu Zellen wurde als
Blank verwendet. Die Messwerte des Blanks wurden von allen Probenmesswerten abgezogen und
die Messwerte der Proben relativ auf die Kontrollen bezogen, welche als 100% festgelegt wurden.
2.4.2. Membranintegrität (LDH-Freisetzung)
Die Membranintegrität wurde anhand der Freisetzung des intrazellulären Enzyms Laktatdehy-
drogenase (LDH) ins Zellkulturmedium gemessen. Die Zellen wurden, wie im Abschnitt 2.4.1
beschrieben, behandelt und 100 µL Aliquote des Überstands (Submersversuche) bzw. des Medi-
ums unter der Membran (ALI-Versuche) für die enzymatische Quantizierung des freigesetzten
LDH mit dem LDH-Test Kit (Roche) verwendet. Der Test wurde mit geringfügigen Abweichungen
vom Herstellerprotokoll durchgeführt. Die Farbstoösung wurde 1:1 (v/v) mit PBS verdünnt um
die Reaktionsgeschwindigkeit aufgrund der hohen verwendeten Zelldichte zu vermindern. Die
Absorption der umgesetzten Probenlösung wurde bei 490 nm am Mikroplattenleser (Molecular
Devices, Software SoftMaxPro, Ismaning) analysiert. Zellfreies Medium, welches ansonsten gleich
behandelt wurde wie die Proben, wurde als Blank mitgeführt. Unbehandelte Kontrollzellen, die 30
min mit 0.1 - 1% Triton-X vollständig lysiert wurden, dienten als Positivkontrolle und Referenz für
die maximal freisetzbare LDH-Menge. Nach Abzug des Blanks wurden alle Proben relativ zu den





Die verwendeten Puer, Antikörper und Verdünnungen benden sich im Anhang. Die Zellen
wurden in einer 6-Well Platte (Submersexperimente) bzw. Transwell-Inserts im 6-Well Format (ALI-
Experimente) ausgesät und behandelt. Die Lyse erfolgte mit 200 µL (Submersversuche) bzw. 100 µL
(ALI-Versuche) 2x Laemmli Puer (125 mM Tris-HCl, 4% SDS , 20% Glycerin, 8% β-Mercaptoethanol,
pH 6.8). Nach dem Denaturieren bei 95°C für 5 min und sonizieren im Ultraschallbad bzw. mit
Ultraschallspitze (dutycycle 50%, outputcontrol 1) wurden gleiche Probenvolumen in einem 15%
(γ-H2AX), 12% (HO-1) bzw. 10% (restliche Proteine) Gel mit SDS-PAGE getrennt. Zur Identizierung
der Proteingrößen wurde ein Molekulargewichtsmarker (peqGOLD Protein-Marker IV (Prestained),
peqlab) mitgeführt. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine auf eine Immobilon-P Membran
(Millipore) transferiert. Im Anschluss wurde die Membran mit Odyssey Blockierpuer (LICOR,
Biosciences) für 1 h blockiert und danach über Nacht bei 4°C mit primären Antikörpern in Odyssey
Blockierpuer und TBS-T (1:1) inkubiert. Die Inkubation mit Sekundärantikörpern erfolge für 1
h bei 4°C. Zur Detektion wurden die Membranen am Odyssey® Classic Infrared Imaging System
(LICOR, Biosciences) gescannt. Die Bildprozessierung und Quantizierung der Banden erfolge mit
Image Studio Lite 4.0 (LICOR, Biosciences) mit automatischer Hintergrundkorrektur (Einstellungen:
Median, Breite 5, alle Segmente).
2.5.2. Zytokinfreisetzung (ELISA)
Die Sezernierung des Entzündungsmediators Interleukin-8 (IL-8) wurde nach der Behandlung
aus dem Überstand, wie bereits im Abschnitt 2.4.2 beschrieben, mit OptEIA™ ELISA-Kits von
BD Biosciences nach Angaben des Herstellers analysiert. Zur Messung der Absorption und der
Datenanalyse wurde ein Mikroplattenleser (Molecular Devices, Software SoftMaxPro, Ismaning)
verwendet. Die Quantizierung erfolgte anhand einer Standardreihe aus rekombinanten IL-8.
2.5.3. Cytochrom P450 Enzymaktivität (EROD-Assay)
Die Aktivität von CYP-Isoformen lassen sich mit dem EROD (Ethoxyresorun-O-deethylase)-
Assay bestimmen. Dabei wird 7-Ethoxyresorun (7-ER, Sigma-Aldrich) CYP450 abhängig zum
uoreszierenden Produkt Resorun umgesetzt. Die Zellen wurden in einer 96-Well Platte, wie
im Abschnitt 2.7 beschrieben, ausgesät. Nach 48 h Behandlung wurde das Medium im Überstand
entfernt und 100 µL einer 8 µM 7-ER Lösung in RPMI-1640 Medium ohne Phenolrot (Gibco)
unter Ausschluss von Licht auf die Zellen gegeben. Nach 30 min wurde die Fluoreszenz am
Mikroplattenleser bei einer Anregungswellenlänge von 530 nm und einer Emission von 590 nm
(Molecular Devices, Software SoftMaxPro, Ismaning) gemessen. Die Hintergrunduorenzenz von
8 µM 7-ER in zellfreien Medium wurde als Blank von allen Proben subtrahiert und relativ zur
Kontrolle gesetzt.
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2.6. Gentoxizitätsassays
2.6.1. Analyse von γ-H2AX Foci
Für den immunologischen Nachweis der γ-H2AX Foci wurden die Zellen auf Transwell-Inserts im 6-
Well Format (ALI-Experimente) oder auf Deckgläschen (12 mm) in einer
12-Well Platte (Submersexperimente mit FA) ausgesät und behandelt. Die Fixierung der Zellen
erfolgte mit 4% Formaldehyd in PBS für 10 min bei RT. Anschließend wurden die Deckgläschen in
12-Well Platte dreimal mit PBS gewaschen. Die Transwell-Inserts wurden ebenfalls durch Waschen
mit PBS von Formaldehydresten befreit und die Membranen mit einem Skalpell ausgeschnitten.
Nach Waschen wurden die Zellen mit 0.2% Triton X-Lösung (v/v in PBS) für 5 min bei 4°C permeabi-
lisiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit PBS wurden die Proben für 1.5 h bei RT oder über
Nacht bei 4°C mit 2% BSA-Lösung (w/v gelöst in PBS, Sigma-Aldrich) geblockt. Die Inkubation mit
primären Antikörpern anti-γ-H2AX in 2% BSA-Lösung erfolgte für 3 h bei 37°C. Anschließend wur-
den die Deckgläschen bzw. die Membranstücke dreimal mit 2% BSA-Lösung gewaschen und 1 h bei
37 °C mit dem sekundären Antikörper in 2% BSA-Lösung inkubiert. Die Zellkerne wurden mit 300
µM DAPI-Lösung (4’,6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochlorid, Invitrogen) für 15 min gefärbt.
Nach dem Waschen mit PBS wurden die Deckgläser mit Mounting Medium auf einem Objektträger
xiert. Die Membranstücke wurden mit Mounting Medium zwischen einem Objekträger und Deck-
glas xiert. Am Fluoreszenzmikroskop (Leica DM IRE 2) wurden mit der Digitalkamera ORCA-ER
(Hamamatsu) und der Software µManager 1.4.21 (Edelstein et al. 2014) je 20 Bilder pro Probe von
zufällig gewählten Regionen aufgenommen. Zur automatisierten Quantizierung der γ-H2AX
Foci wurde die Software ScanR (Olympus) verwendet. Hierfür wurden zunächst im DAPI-Kanal
die Objektkanten durch sprunghaften Anstieg der Signalintensität detektiert. Aus den erkannten
Objekten wurden mittels Auswahlregeln (Größe, Intensität, Morphologie) die Zellkerne selektiert
und eine Kernmaske generiert. Anschließend wurde innerhalb der Kernmaske im GFP-Kanal nach
fokalen Objekten gesucht. Die Objekte, die die Auswahlregeln (Größe, Intensität, Morphologie) für
γ-H2AX Foci erfüllten, wurden auf Einzelzellebene quantiziert. Die Auswahlkriterien wurden
Versuchsweise so angepasst, dass möglichst alle Zellkerne und Foci erkannt und gezählt wurden
(Abb. A1).
2.6.2. Alkalische Entwindung
Zum Nachweis von DNA-Strangbrüchen wurden die Zellen wie oben beschrieben in Transwell-
Inserts ausgesät und mit Holzrauch behandelt. Nach der Exposition wurden die Zellen mit 2.5 mL
kaltem PBS gewaschen und durch Zugabe von 1.5 mL alkalischer Lösung im Dunkeln bei RT für
30 min die DNA entwunden. Die Proben wurden mit 0.1 M HCl auf pH 6.8 ± 0.02 neutralisiert,
auf Eis 15 s lang soniziert (Duty Cycle: Constant; Output Control 1, Branson Sonier® 250), zur
Stabilisierung der DNA mit 15 µL 10% SDS-Lösung (AppliChem) versetzt und bei -20°C gelagert. Die
chromatographische Trennung in einzelsträngige DNA (ssDNA) und doppelsträngige DNA (dsD-
NA) erfolgte am Institut für Angewandte Biowissenschaften, Abteilung für Lebensmittelchemie und
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Toxikologie. Hierfür wurde in 0.01 M Natriumphosphatpuer eine 10% Hydroxylapatit-Suspension
(w/v) (Sigma-Aldrich) bei 60°C für 30 min aufgeschlämmt und je 0.1 g Hydroxylapatit zwischen
Glasfaserlter (Whatman) auf Säulen gepackt. Die Säulen wurden mit 1.5 mL 0.5 M Kaliumphos-
phatpuer, gefolgt von 1.5 M mL 0.01 Natriumphosphatpuer gewaschen und konditioniert. Die
vortemperierten Proben wurden durchmischt und komplett auf die Säulen gegeben. Die Säulen
wurden mit 2.5 mL 0.01 M Natriumphosphatpuer gewaschen und anschließend nacheinander
zuerst mit 0.15 M Kaliumphosphatpuer die ssDNA, und anschliessend mit 0.35 M Kaliumphosphat-
puer die dsDNA in 24-Well Platten eluiert. Die Eluate wurden mit Höchst-Farbsto 33258 versetzt
(Endkonzentration 0.75 µM, Sigma-Aldrich) und nach 30 min die Fluoreszenz am Mikroplattenleser
(Tecan Innite M200 Pro) bei einer Anregungswellenlänge von 360 nm und einer Emission von
455 nm gemessen. Die Häugkeit der induzierten DNA-Schäden wurde anhand der Kalibiergerade
und Formeln in Hartwig et al. (1993) und Hartwig (1996) berechnet. Die genaue Zusammensetzung
aller verwendeten Puer und Lösungen bendet sich im Anhang.
2.7. Nachweis reaktiver Sauerstospezies (DCF-Assay)
Der DCF-Assay wurde durchgeführt wie in Panas et al. (2013) beschrieben. Kurz zusammengefasst,
wurden die Zellen in 96-Well Platten ausgesät, nach Behandlung die Zellen gewaschen und für 40
min mit 50 µM des Farbstos H2DCF – DA (2’,7’-Dichlorodihydrouorescein-Diacetat, Molecular
Probes, Leiden, NL) beladen. Anschließend wurden die Zellen erneut mit HBSS (Gibco) gewa-
schen, um Partikel und extrazelluläres DCF wegzuwaschen und in 100 µL HBSS/Well für 2 h bei
37 °C und 5% CO2 inkubiert. Die Menge des oxidierten H2DCF – DA wurde uorimetrisch bei
einer Anregungswellenlänge von 485 nm und einer Emissionswellenlänge von 530 nm mit einem
Plattenleser (MWG Biotech AG, Ebersberg) gemessen. Der Metall-Chelator Deferoxamin-Mesylat
(DFO, Sigma-Aldrich) wurde verwendet um die metallbedingte ROS Generierung zu reduzieren. Für
diese Experimente wurden die Zellen für 15 min mit 50 µL 10 mM DFO (Endkonzentration 5 mM)
oder reinem Medium vorinkubiert, bevor 50 µL der 2-fach konzentrierten Partikelsuspensionen
zugesetzt wurden.
2.8. RNA-Analytik
2.8.1. antitative Real-Time PCR
Die Zellen wurden in 12-Well Platten (Submers) bzw. Transwell-Inserts (ALI-Exposition) ausgesät.
Nach der Behandlung wurden die Zellen mit 500 µL Trizol Reagenz (peqGold Trifast, peqlab) lysiert.
Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die Konzentration und
Reinheit der mRNA wurde mittels des Nanodrop 1000U (Thermo Scientic, Wilmington, USA)
bei einer Absorption von 260 nm und 280 nm bestimmt. Mindestens 0.5 bis 1 µg Total-RNA wur-
den mit DNAse (Promega) behandelt und mit 200 U reverser Transkriptase (Promega) in einem
22 µL Reaktionsansatz mit 91 µM jedes dNTP (Promega), 200 ng Random-Hexamere (Metabion,
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Planegg-Martinsried) und 40 U RNAse Inhibitor (RiboLock, Fermentas) nach dem Herstellerpro-
tokoll umgeschrieben. Um Verunreinigungen mit genomischer DNA auszuschließen, wurden
zusätzliche Probenaliquots ohne Einsatz von reverser Transkriptase transkribiert und nach einer
PCR im Agarosegel überprüft. Die quantitative RT-PCR wurde in 20 µL Reaktionen mit 10 µL 2x
Quantitect SYBR Green mastermix (Qiagen, Hilden) und 10 pmol der Vorwärts- und Rückwärts-
primer im ABI StepOnePlus System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) mit den folgendem
Programm untersucht: 15 min Aktivierung bei 95°C, 40 Amplikationszyklen (15 s Denaturierung
bei 95°C, 30 s Hybridisierung und Elongation bei 60°C). Die relative Genexpression wurde mit der
2−∆∆Ct-Methode (Schmittgen und Livak 2008) mit Normalisierung auf das Referenzgen large ribo-











Die mRNA-Sequenzierung wurde durch Olivier Armant von der Sequencing-Core-Facility des
Programms BioInterfaces in Technology and Medicine am ITG durchgeführt. Die RNA aus A549
Zellen wurde wie unter 2.8.1 beschrieben isoliert. Die RNA aus BEAS-2B wurde aus den Inter-
phasen aus der Extraktion der Metabolomics-Experimente isoliert (Sapcariu et al. 2014). Hierfür
wurden die Interphasen von polarer und organischer Phase befreit und nach Zugabe von 500
µL Trizol Reagenz (peqGold Trifast, peqlab) nach dem Herstellerprotokoll die RNA isoliert. Die
extrahierten RNA-Proben wurden mit RNA-Nanochips (Bioanalyser 2100, Agilent) analysiert und
zeigten keine Anzeichen von Degradation (RIN » 8). 1 µg (A549) bzw. 0.5 µg (BEAS-2B) Total-
RNA pro Probe wurden verwendet um die individuellen Sequenzierungsbibliotheken mit dem
TruSeq mRNA Kit V2 (Illumina, San Diego, CA, USA) nach Herstellerprotokoll zu erstellen. Die
Größe und Konzentration der Bibliotheken wurde mit DNA-Chips (Bioanalyser 2100) bestimmt
und die Konzentrationen auf 8 pM eingestellt. Mit dem HiSeq1500 (Illumina) und SBS V3 Kits
(Illumina) wurde die Sequenzierung mit gepaarten Enden (2 x 50 Nukleotide) nach Standardpro-
tokoll durchgeführt. Die Clustererdetektion und Basenzuordnung wurde mit RTA 1.13 und die
Qualität der Lesezyklen mit CASAVA 1.8.1 (Illumina) analysiert. Der durchschnittliche Phred-
Wert war in allen Proben > 30. Die abgelesenen Sequenzen wurden mit Tophat v2.0.11 (Trapnell
et al. 2012) dem menschlichen Genom (GRCh37) zugeordnet, unter Verwendung der Optionen
-r 180 --mate-std-dev 80 --b2-sensitive --no-novel-juncs
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-a 5 -p 5 --library-type fr-unstranded
und unter Verwendung bekannter Exon-Junctions (Ensembl Release 75). Mit HTSeq 0.5.3p3 wurde
die Genexpression ermittelt, indem für jedes Transkript die Anzahl überlappender Sequenzen mit
bekannten Genen gezählt wurde (Anders et al. 2013). Die dierentielle Genexpression wurde mit
DESeq2 (Anders et al. 2013) in R 3.1.3 (R Foundation for Statistical Computing, Wien, Österreich)
berechnet.
2.9. Metaboliten-Analytik
Die Metabolomanalyse wurde in Kooperation mit Sean C. Sapcariu aus der Arbeitsgruppe von
Karsten Hiller an der Universität Luxemburg durchgeführt.
Markierung mit stabilen Isotopen
Um die Metaboliten mit stabilen Isotopen zu markieren fand die Kultivierung und Behandlung
der Zellen in selbst zusammengestelltem Medium statt. Die Formulierung des Mediums entsprach





C6, Euriso-Top, Saarbrücken), bzw. anstelle von
Glutamin ausschließlich Glutamin-
13
C5 (Campro, Berlin) zugesetzt wurde. Mit diesen Medien
wurden in separaten Experimenten die metabolischen Flüsse von Glucose bzw. Glutamin verfolgt.
Da die Formulierung des KGM Mediums von BEAS-2B Zellen nicht verfügbar ist, bzw. nicht in
glutamin- oder glucosefreier Form erhältlich ist, wurde zur Behandlung von BEAS-2B Zellen
ebenfalls RPMI-1640 Medium verwendet.
Extraktion polarer Metabolite
Die Extraktion der Metaboliten ist ausführlich im Methodenpaper von Sapcariu et al. (2014) be-
schrieben. Kurz zusammengefasst, wurde der Metabolismus der Zellen sofort nach Ende der
ALI-Exposition mit 400 µL -20°C kaltem Methanol (LiChrosolv, Merck), gefolgt von 400 µL bidest.
H2O gestoppt und die Zellen mit einem Zellschaber quantitativ in ein Reaktionsgefäß mit 400 µL
Chloroform bei -20°C (LiChrosolv, Merck) überführt. Die Proben wurden 20 min bei 1400 rpm und
4°C geschüttelt und danach für 5 min bei 16100 g und 4°C zentrifugiert. Die polare Phase wurde
für die Bestimmung der Metaboliten in einem Vakuum-Rotationsevaporator (Centrivap, Labconco,
Kansas City, MO, USA) bei –4°C und 1725 rpm zur Trockne eingeengt.
Bestimmung von Metabolitkonzentrationen
Die Quantizierung der Metaboliten wurde mit GC-MS durchgeführt und ist ausführlich in Wegner
et al. (2013) beschrieben. Kurz zusammengefasst, wurden die trockenen Metabolite mit MSTFA
derivatisiert und mit GC-MS (Agilent 6890) analysiert. Für die MS Detektion wurde mit Elektron-
enstoß-Ionisation bei 70 eV gearbeitet. Die Identizierung der Fragmente erfolge anhand der
27
2. Material und Methoden
Retentionszeit und Fragmentmuster anhand einer hausinternen Bibliothek mit dem Programm
MetaboliteDetector (Hiller et al. 2009). Mit MetaboliteDetector wurde ebenfalls die Quantizierung
der Metabolite, der Isotopomeren-Verteilung und der anteiligen Kohlenstoquellen der Metabolite
wie in Wegner et al. (2013) beschrieben durchgeführt.
2.10. Systembiologische Methoden
2.10.1. GO-Term Analyse
Die GO-Term Analyse wurde mit DAVID (https://david.ncifcrf.gov/) (Huang et al. 2009) durch-
geführt. Für die Analyse wurden die Ensembl Gen IDs aller Transkripte verwendet, die zwischen
Reinluft- und Gasphasenbehandlung mindestens 2-fach dierenziell mit p<0.001 reguliert waren
(A549: 3485, BEAS-2B: 2099). Als Hintergrundliste dienten alle Transkripte, die in jeder Probe min-
destens einmal erkannt wurden (A549: 8946, BEAS-2B: 18287). Für die Berechnung des prozentualen
Anteils der modulierten Genen eines GO-Terms, wurde für jeden Term die Anzahl der regulierten
Gene, die diesem Term angehören, auf die Anzahl der Genen dieses Terms in der Hintergrundliste
bezogen. Für die ausführliche Liste der angereicherten GO-Terme in Tabelle A.9 wurden redundante
GO-Terme mit großer semantischer Überlappung mit REVIGO entfernt (Supek et al. 2011).
2.10.2. Connectivity Map Analyse
Als Basis für die Connectivity Map (https://www.broadinstitute.org/cmap/) wurden im Einklang
mit den Empfehlungen der Entwickler (Lamb et al. 2006), die 100 signikantesten induzierten und
reprimierten Transkripte in A549 und BEAS-2B Zellen bei Vergleich der Bedingungen Gasphase
und Reinluft selektiert. Da die Connectivity Map die Eingabe von Aymetrix-Gen IDs arbeitet,
wurden die Ensembl Gen IDs mit Biomart (Durinck et al. 2009) konvertiert. Für die PCA Analyse
wurden manuell Gentoxine ausgewählt und für diese Gentoxine die normierten dierentielle
Genexpression als XML Daten vom Webserver der Connectivity Map extrahiert. Die PCA wurde
mit R 3.2.2 durchgeführt.
2.11. Statistik
Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardabweichung (SD) unabhängiger Versuchswieder-
holungen angegeben, sofern in den Abbildungslegenden nicht explizit anders beschrieben. Die
statistischen Analysen wurden mit R in der Version ab 3.2.1 (R Foundation for Statistical Com-
puting, Wien, Österreich) durchgeführt. Hiervon ausgenommen ist die Statistik der dierenzielle
Genexpression der mRNA-Sequenzierung, die mit DESeq2 (Anders et al. 2013) durchgeführt wurde.
Die Signikanzwerte (p-Werte) wurden, sofern in den Abbildungslegenden nicht explizit anders
angegeben, für normalverteilte Daten mit einer ANOVA und Dunnetts post hoc Test (aus dem
„multicomp“-Packet) unter Verwendung der Kontrollbehandlungen als Referenzniveau ermittelt.
Nicht-normalverteilte Daten wurden mit dem Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s post hoc Test (aus
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dem „FSA“-Paket) unter Verwendung der Benjamini & Hochberg Korrektur analysiert. Die Signi-
kanzwerte wurden wie in den Legenden angegeben in den Abbildungen annotiert und Ergebnisse
ab p <0.05 als signikant erachtet.
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3. Ergebnisse und Diskussion
3.1. Toxikologische Untersuchung gesammelter Partikel aus der
Holzverbrennung
Für eine bessere Gefährdungsbeurteilung von Holzrauch oder um Verbrennungsprozesse dahin-
gehend zu modizieren, dass weniger toxische Emissionen freigesetzt werden, ist es von großem
Nutzen die Bestandteile im Holzrauch zu identizieren, die für die toxischen Wirkungen ver-
antwortlich sind. Ein Ansatz hierfür ist, aus der Mischung der im Holzrauch vorkommenden
Substanzen, toxikologisch relevante Bestandteile auszuwählen und individuell zu testen, inwiefern
sie für die Wirkungen des Holzrauchs in Frage kommen. Hierfür wurde zunächst die Wirkung der
gesammelten Partikel auf A549 Zellen mit verschiedenen Endpunken bestimmt: Akute Zytotoxizi-
tät, PAK-spezische Antworten, Entzündungssignalwege und oxidativer Stress. Die Hypothese
war, dass die so ermittelten Wirkungen der Holzverbrennungspartikel (WSP, wood smoke par-
ticles) durch die kombinierte Wirkung von einzelnen Bestandteilen der WSP reproduzierbar ist.
Basierend auf der eigenen chemischen Analyse und Literaturwerten wurden PAKs, Ruß und me-
tallische Bestandteile als kritische Komponenten ausgewählt. Als repräsentative Vertreter dieser
Substanzgruppen wurden Benzo[a]pyren (B[a]P), Carbon Black Nanopartikel (CB14) und Zinkoxid



















Abbildung 3.1.: Mit einem Kandidatenansatz wurde der Beitrag von PAKs, Ruß und Metallen, repräsentiert
durch Benzo[a]pyren (B[a]P), Carbon Black Nanopartikel (CB14) und Zinkoxid Nanopartikel (ZnO NP), zur
Toxizität von gesammelten Holzrauchpartikeln in A549 Zellen überprüft.
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3.1.1. Partikelcharakterisierung
Die Größenverteilung, Agglomeration und Morphologie der untersuchten WSP wurde mit Hil-
fe der Elektronenmikroskopie untersucht (Abb. 3.2). Die Partikel bestehen aus sphärischen Pri-
märpartikeln in der Größe von 20 - 40 nm, die allerdings stark agglomeriert sind. Sogar nach
Ultraschallbehandlung der Partikelsuspension waren noch immer Agglomerate vorhanden, die
bis zu wenigen µm groß waren. In der Nähe von WSP waren gelegentlich Flächen mit kristalli-
ner Struktur zu erkennen. Diese Strukturen stammen vermutlich von anorganischen Salzen, die
aus den WSP herausgelöst wurden und während des Trocknens der Partikelsuspension auf dem
Probenträger wieder auskristallisierten. Die Carbon Black Nanopartikel (CB14) bestehen eben-
falls aus sphärischen Primärpartikeln. Die Primärpartikel haben eine Größe von 10 - 20 nm und
bilden ebenfalls große Agglomerate, die in Form und Größe mit den WSP übereinstimmen. Im
Gegensatz zu den WSP enthalten diese allerdings keine Verunreinigungen wie zum Beispiel durch
anorganische Salze. Die Zinkoxid Nanopartikel (ZnO NP) haben eine heterogene Morphologie
und Größe. Die Primärpartikelgröße reicht von 10 nm bis über 100 nm. Auch die ZnO NP lagen
als Agglomerate vor, die allerdings kleiner waren, als die der WSP und CB14 Partikel, und selten
mehr als 1 µm erreichten. Die Agglomeration der 3 untersuchten Partikelsorten konnte auch in den
Zellkulturexperimenten beobachtet werden, wo alle Partikel in kurzer Zeit auf die Zelloberäche
sedimentierten und dort unter dem Lichtmikroskop erkennbar waren. Vergleichbare Ergebnisse
wurden zuvor bei der Untersuchung von Partikelproben aus der Holzverbrennung (Danielsen et al.
2011), CB14 (Diabaté et al. 2011; Saber et al. 2012) und ZnO NP (Karlsson et al. 2008) beobachtet.
Die chemische Analyse der WSP auf die 16 von der US EPA priorisierten PAKs ist in Tabelle
3.1 dargestellt. PAKs induzieren durch Bindung an den Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AhR) die
Expression metabolisierender Enzyme, die zur Detoxizierung der PAKs führen. B[a]P ist eines
der stärksten Kanzerogene unter den PAKs. B[a]P ist ein Beispiel, wie diese Metabolisierung
aber auch zu hochreaktiven Intermediaten führen kann, die neben der Bildung von gentoxischen
DNA-Addukten auch zum Zelltod führen können (Donauer et al. 2012; Schreck et al. 2009).
Die PAKs haben unterschiedliche Anitäten zum AhR und werden unterschiedlich metabolisiert.
Um die Toxizität einer PAK-Mischung zu beschreiben werden daher gerne Toxizitätsäquivalente
verwendet. Das Toxizitätsäquivalent einer PAK-Mischung entspricht jener Konzentration von B[a]P,
die ein gleich hohes toxisches Potential besitzt wie die PAK-Mischung (Nisbet und LaGoy 1992). In
dieser Arbeit wurde daher B[a]P ausgewählt, um mit einer denierten Substanz die Wirkungen
von PAK-Mischungen abzubilden. Neben PAKs wurden noch weitere organische Kontaminanten
analysiert, die zur Interpretation der Ergebnisse allerdings weniger relevant sind. Das vollständige
Analysenergebnis und die internen Standards, die zur Quantizierung verwendet wurden, benden
sich im Anhang in Tabelle A.3. Zusätzliche chemische Analysen der gleichen Partikelprobe, nämlich
die Bestimmung des Gehalts an elementarem Kohlensto, organisch gebundenen Kohlenstos (OC),
anorganischen Salzen und Metallen wurden durch andere Arbeitsgruppen bereits publiziert (Gaug-
gel et al. 2012; Gauggel-Lewandowski et al. 2013). Diese Analysenergebnisse benden sich ebenfalls
im Anhang in Tabelle A.4.
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Abbildung 3.2.: Charakterisierung der untersuchten Partikel. Transmissionselektronenmikroskopi-
sche Aufnahmen der gesammelten Holzverbrennungspartikel (WSP), Carbon Black Nanopartikel (CB14)
und Zinkoxid Nanopartikel (ZnO NP) in unterschiedlichen Vergrößerungen.
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Die WSP stammen aus der Holzofenfeuerung eines Privathaushalts. Als Brennsto wurde eine
Mischung aus Holzbriketts, Scheitholz aus Hart- und Weichhölzern sowie Holzabfällen verwendet.
Der verbrannte Holzabfall ist vermutlich für den untypisch hohen Gehalt an Eisen in den Partikel
verantwortlich (Gauggel et al. 2012; Gauggel-Lewandowski et al. 2013). Alle weiteren analysierten
Parameter liegen in dem normalen Konzentrationsbereich für typische Holzverbrennungsemissio-
nen (Orasche et al. 2012; Orasche et al. 2013; Schmidl et al. 2008; Torvela et al. 2014b). Die CB14 und
ZnO Partikel sind vom Hersteller als >99 % reiner Kohlensto bzw. ZnO speziziert. Obwohl in der
Vergangenheit festgestellt wurde, dass CB14 Partikel geringe, aber biologisch nicht vernachlässigba-
re, Verunreinigungen mit PAKs aufwiesen (Borm et al. 2005), wurden in der hier untersuchten CB14
Probe keine biologisch verfügbaren PAKs detektiert (Tabelle A.3). Die ZnO NP enthielten hohe
Mengen an Fettsäuren, die vermutlich als Dispersionshilfsmittel zugesetzt sind und, abgesehen von
der Dispergierung der Partikel selbst, vermutlich wenig Einuss auf die toxikologischen Ergebnisse
haben (Tabelle A.3).
Tabelle 3.1.: Konzentrationen ausgewählter PAKs in den Holzverbrennungspartikeln (rel. SD = relative
Standardabweichung).
















Summe Benzo[b,k]uoranthen 52.2 3%
Summe aller erfassten PAKs 948.0
B[a]P Toxizitätsäquivalente (Nisbet und LaGoy 1992) 35.2
Die Zytotoxizität der WSP wurde mit zwei Methoden analysiert. Der AlamarBlue®-Assay wurde
zur Messung der mitochondrialen Aktivität durchgeführt und die Membranintegrität wurde anhand
der Freisetzung von LDH in das Kulturmedium bestimmt. Nach 24 h Behandlung zeigen die A549
Zellen bei allen getesteten Konzentrationen weder eine Abnahme der mitochandrialen Aktivität,
noch eine erhöhte LDH-Freisetzung (Abb. 3.3). Ebenfalls waren keine Änderungen in der Menge
der extrahierten RNA für die PCR-Analysen (Daten nicht gezeigt) und der Proteinmengen für
die Western Blot Analysen (Abb. 3.6A) feststellbar, was die negativen Zytotoxizitätsergebnisse
zusätzlich bestätigt. Die Mehrheit der publizierten Studien, die die Wirkungen von WSP auf Zell-
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Abbildung 3.3.: WSP haben keinen Einuss auf die metabolische Aktivität und Membranintegri-
tät von A549 Zellen. Die Zellen wurden 24 h mit 5, 10, 50 und 100 µg/mL gesammelten Holzpartikeln,
10 µg/mL CdO in Zellkulturmedium ohne FKS oder mit partikelfreiem Medium (Kontrolle) behandelt. Die
metabolische Aktivität wurde mit AlamarBlue® ermittelt (A) und auf die Kontrolle bezogen (100%). Die
Membranintegrität wurde anhand der Freisetzung von LDH ins Kulturmedium ermittelt (B) und auf die
LDH Menge, die durch vollständige Lyse von unbehandelten Zellen mit 1% Triton X-100 freigesetzt wurde,
bezogen (100%). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung der Mittelwerte von je 3 Replikaten
aus 6 unabhängigen Experimenten. Statistische Signikanz der Unterschiede zur Kontrolle getestet mit
ANOVA und Dunnetts post-hoc Test.
kulturen untersuchten, stellten ebenfalls keine akute Toxizität fest (Danielsen et al. 2011; Kocbach
Bølling et al. 2009). In hohen Dosen scheinen WSP allerdings zytotoxische Wirkungen auf murine
Makrophagen zu haben (Tapanainen et al. 2011). Ähnlich wie die WSP, zeigen auch CB14 über den
gesamten getesteten Konzentrationsbereich keine Anzeichen von Zelltoxizität (Abb. A2A,B). Die
metabolische Aktivität scheint nach CB14 Behandlung sogar leicht erhöht zu sein. Möglicherweise
handelt es sich hierbei um ein Artefakt aufgrund der katalytischen Aktivität der Partikeloberäche,
die die intra- oder extrazelluläre Reduktion des AlamarBlue®-Reagenz begünstigt (Oh et al. 2012).
Im Gegensatz dazu zeigen beide Assays nach bereits moderaten Konzentrationen eine stark toxische
Wirkung von ZnO NP an (Abb. A2C,D). CdO wurde als Positivkontrolle für den AlamarBlue®-
Assay verwendet, da es die metabolische Aktivität vermindert, aber in der getesteten Konzentration
gleichzeitig die Membranintegrität nicht beeinträchtigt (Abb. A3).
Die Freisetzung des pro-inammatorischen Zytokins IL-8 in den Mediumsüberstand nach WSP
Behandlung wurde mit einem ELISA gemessen. Nach 24 h Behandlungszeit konnte keine erhöhte IL-
8 Freisetzung festgestellt werden (Abb. 3.4A). Stattdessen führte die höchste getestete Konzentration
sogar zu einer signikanten Abnahme von detektierbarem IL-8. A549 Zellen setzen, selbst wenn sie
nicht stimuliert werden, geringe Mengen IL-8 frei. Die hohe spezische Oberäche der getesteten
Partikel könnte eine Erklärung für die beobachtete IL-8 Abnahme darstellen, denn es ist möglich,
dass Zytokine auf der Partikeloberäche adsorbiert werden. Um dies experimentell zu überprüfen,
wurde rekombinantes IL-8 mit den WSP gemischt und nach Zentrifugation im Überstand der IL-8
Gehalt mittels ELISA bestimmt. Tatsächlich nahm die Wiederndung des eingesetzten IL-8 mit
zunehmender Partikelkonzentration ab (Abb. A4). Dieses Artefakt wurde bereits zuvor für WSP und
anderen Partikeltypen beobachtet (Herseth et al. 2013). Die Gehalte von IL-8 mRNA, gemessen mit
quantitativer PCR (qPCR), bestätigen die negativen Ergebnisse des ELISA. Außer für die höchste
Konzentration konnte nach 4 und 24 h Behandlungszeit keine signikante Änderung der IL-8
35























































Abbildung 3.4.: WSP haben keinen Einuss auf die Sekretion des pro-inammatorischen Zyto-
kins IL-8, aber induzieren geringfügig die Genexpression von IL-8. A549 Zellen wurden mit 0, 5,
10, 50 und 100 µg/mL gesammelten Holzpartikeln oder 10 µg/mL CdO in Zellkulturmedium ohne FKS
behandelt. Nach 24 h wurde sekretiertes IL-8 im Zellkulturmedium mittels ELISA bestimmt (A). CdO diente
als Positivkontrolle. Dargestellt sind Mittelwerte + SD von 9 Proben aus 3 unabhängigen Experimenten. IL-8
mRNA Levels wurden nach 4 h und 24 h mit qRT-PCR analysiert (B). Die abgebildeten Ergebnisse sind die
Mittelwerte + SD aus 4 Proben aus 2 unabhängigen Experimenten. Statistische Signikanz der Unterschiede
zur Kontrolle getestet mit ANOVA und Dunnetts post-hoc Test (* = p < 0.05).
Expression festgestellt werden (Abb. 3.4B). Publizierte Ergebnisse anderer Gruppen zeigen ein
uneinheitliches Bild. Es gibt sowohl Studien, die im gleichen Konzentrationsbereich das Ausbleiben
einer Induktion inammatorischer Gene in A549 Zellen bestätigen (Danielsen et al. 2011), als auch
Studien die eine Zunahme der Genexpression und Sekretion von pro-inammatorischen Zytokinen
feststellen (Corsini et al. 2013; Kocbach Bølling et al. 2009).
Die divergierenden Ergebnisse sind vermutlich durch Unterschiede in den physikochemischen
Eigenschaften der Partikel oder der Testsysteme zu erklären. So wurde zum Beispiel gezeigt, dass
Unterschiede in den PAK- und Metallkonzentrationen verschiedener Dieselverbrennungspartikel
zu quantitativ und qualitativ unterschiedlichen Entzündungsantworten führen (Totlandsdal et al.
2015). Ebenso scheinen Monozyten, sowohl in Monokultur, als auch in Kokultur mit Epithelzel-
len, sensitiver zu sein, da in diesem Fall Holzrauchpartikel zu einer erhöhten Freisetzung von
Entzündungsmediatoren führten (Kocbach et al. 2008a; Kocbach et al. 2008b). In manchen Inha-
lationsstudien mit Probanden wurden Hinweise für eine schwache Entzündungsreaktion in den
Atemwegen gefunden (Ghio et al. 2012; Riddervold et al. 2012). Hierbei muss berücksichtigt werden,
dass es sich um Inhalationsstudien mit dem kompletten Verbrennungsaerosol handelt, also die bei
der Verbrennung gebildeten Gase ebenfalls inhaliert wurden. Die in vitro Studien untersuchten
dagegen lediglich die partikulären Phase. In mehreren Probandenstudien wurde allerdings auch
für das komplette Aerosol keine Erhöhung von Biomarkern für systemische Entzündungspro-
zesse festgestellt (Forchhammer et al. 2012; Jensen et al. 2014; Sehlstedt et al. 2010; Stockfelt et al.
2012). Daher ist die Relevanz einer festgestellten Entzündungsreaktion bei einer in vitro Studie
mit gesammelten Partikeln diskutabel und bedarf komplexeren Untersuchungen, bei denen auch
der Einuss gasförmiger Komponenten berücksichtigt werden kann. Solche Studien könnten in
vitro mit Zellkulturen, die an der Luft-Flussigkeits-Grenzschicht kultiviert werden oder in vivo mit
Tiermodellen oder menschlichen Probanden durchgeführt werden.
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Abbildung 3.5.: Elementarer Kohlensto und Metalle sind die Hauptverursacher für die Bildung
von zellulären reaktiven Sauerstospezies (ROS) durchWSP. A549 Zellen wurden mit verschiedenen
Konzentrationen von WSP (A,D), ZnO NP (B) und CB14 (C,D) 3 h lang behandelt. Zusätzlich wurden
behandelte Zellen mit dem Komplexbildner DFO koinkubiert um die metallabhängige ROS Bildung zu
vermindern (E). Die ROS Bildung wurde anhand der Oxidation von H2DCF ermittelt und die gemessenen
Werte relativ zu den unbehandelten Kontrollen dargestellt. In (A,B) wurde zur besseren Vergleichbarkeit der
Zinkgehalt der verwendeten WSP und ZnO Partikelsuspensionen angegeben. Analog dazu wurde in (D)
der Gehalt an elementarem Kohlensto für die verschiedenen WSP und CB14 Konzentrationen angegeben.
Die dargestellten Ergebnisse sind die Mittelwerte + Standardabweichung von mindestens 9 (A, E) bzw. 6
(B,C,D) Proben aus mindestens 3 (A) bzw. 2 (B-E) unabhängigen Experimenten. *** = p<0.001 relativ zur
jeweiligen Kontrolle (ANOVA mit Dunnetts post hoc Test). In (E) wurden einseitige Welch’s T-Tests für
ungleiche Varianzen verwendet um auf verminderte H2DCF Oxidation durch DFO zu testen.
3.1.2. Holzrauchpartikel führen zur Bildung von reaktiven Sauerstospezies,
lösen aber keine antioxidative Zellantwort aus
Die Bildung von reaktiven Sauerstospezies (ROS) ist einer der meistdiskutierten Mechanismen
für die Toxizität von Partikeln (Donaldson et al. 2005; Nel et al. 2006). Die Bildung von ROS durch
Behandlung mit WSP wurde über die intrazelluläre Oxidation von Dihydro-Dichlorouorescein
(H2DCF) zum uoreszierenden DCF gemessen. Nach 3 h Behandlung wurde in A549 Zellen ein
signikanter und dosisabhängiger Anstieg der H2DCF Oxidation festgestellt (Abb. 3.5 a). WSP
enthalten zwei Hauptbestandteile die Grund für eine partikelinduzierte ROS Bildung sein könnten:
Ruß und metallische Verbindungen. Von den metallischen Verbindungen spielen die Zinkspezies
vermutlich die wichtigste Rolle (Torvela et al. 2014b). Ruß besteht hauptsächlich aus elementarem
Kohlensto und kann aufgrund seiner hohen spezischen Oberäche oxidative Prozesse kataly-
sieren (Oberdörster et al. 2005). Übergangsmetalle hingegen können z.B. über Fenton-ähnliche
Reaktionen oder der Inhibierung von anti-oxidativen Prozessen zu ROS Bildung führen (Limbach
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et al. 2007; Nel et al. 2006; Unfried et al. 2007). Um den Einuss dieser beiden Komponenten auf
die ROS induzierende Wirkung von WSP zu testen, wurden CB14 und ZnO NP als Surrogat für
die Ruß- bzw. Zinkfraktion der WSP ausgewählt. Die Partikel wurden getrennt voneinander auf
ihre ROS induzierenden Eigenschaften getestet, um zu untersuchen ob sich so die ROS Bildung
durch WSP nachstellen lässt. Tatsächlich führten CB14, wie auch ZnO NP, zur H2DCF Oxidation
in A549 nach 3 h Inkubationszeit (Abb. 3.5B,C). Das Ausmaß ihrer Wirkung unterschied sich
allerdings beträchtlich: die zelluläre ROS Bildung nach ZnO Behandlung war deutlich geringer als
nach Behandlung mit CB14. Da im Fall der ZnO NP die ROS Bildung nur bei sehr hohen, bereits
zytotoxischen (Abb. A2C,D), Konzentrationen signikant zunahm, ist es unwahrscheinlich, dass
der Zinkanteil in WSP die ROS Bildung erklärt. Stattdessen führen CB14 Partikel bereits in sehr
niedrigen Konzentrationen zu einer starken H2DCF Oxidation (Abb. 3.5B). Wird die WSP bedingte
H2DCF Oxidation auf den EC-Gehalt der eingesetzten Konzentration normiert, zeigen die WSP
Partikel interessanterweise ähnlich starke Eekte wie die reinen Kohlenstopartikel (Abb. 3.5D).
Dieses Ergebnis legt nahe, dass EC ein wichtiger Parameter für das oxidative Potential von WSP
Partikeln ist. Um den Beitrag von metallischen Verbindungen genauer zu überprüfen, wurde die
Bioverfügbarkeit von Metallionen mit dem Übergangsmetallchelator DFO gesenkt. DFO hat eine
hohe Komplexbildungskonstante für Fe
3+
, komplexiert mit niedriger Spezität aber auch gut Zn
2+
und andere Metallionen. Während DFO alleine oder in Verbindung mit CB14 keinen Einuss auf die
ROS Bildung hatte, wurden ROS durch ZnO in Anwesenheit des Chelators komplett unterdrückt
(Abb. 3.5E).
Die WSP-vermittelte H2DCF Oxidation wurde hingegen nur zum Teil durch DFO verhindert.
Dieses Ergebnis ist in Einklang mit der Hypothese, dass der Rußanteil eine entscheidende Rolle
für den oxidativen Stress durch WSP spielt. Da der Einsatz von DFO aber dennoch zur Abnahme
von ROS führte, müssen Metallspezies hier trotzdem zusätzlich einen signikanten Beitrag leisten.
Aufgrund des relativ geringen Zinkgehaltes der getesteten WSP, scheinen Zinkspezies für diese
Wirkung nicht der ausschlaggebende Faktor zu sein. Stattdessen könnte der erhöhte Eisengehalt der
WSP für die partikelvermittelte ROS Bildung verantwortlich sein. Eisen wurde bereits in künstlich
hergestellten Nanopartikeln und Flugaschepartikel als die verantwortliche Komponente für ROS
identiziert (Fritsch-Decker et al. 2011; Limbach et al. 2007).
Die Zellen können auf oxidative Stimuli mit einer anti-oxidativen Abwehr reagieren. Ein gut
untersuchtes Schlüsselenzym der anti-oxidativen Antwort ist Hämoxygenase-1 (HO-1). HO-1 wirkt
oxidativem Stress entgegen, indem es den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der oxidativen
Häm-Degradation katalaysiert, wobei zusätzlich das anti-oxidativ wirksame Biliverdin gebildet
wird (Choi und Alam 1996). Die Regulierung von HO-1 wurde untersucht, um die Zellantwort auf
die mit dem DCF-Test festgestellte Störung des Redox-Gleichgewichts zu überprüfen. Entgegen der
Erwartung führten selbst hohe WSP Konzentrationen nicht zu einer Induktion von HO-1, weder
auf der Ebene der mRNA, noch des Proteins (Abb. 3.6). Selbst die Behandlung mit CB14, die eine
noch viel stärkere H2DCF Oxidation bewirkte, führte zu keinem Anstieg des HO-1 Enzyms.
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Abbildung 3.6.: Trotz der ROS Bildung durch WSP und CB14, induzieren beide Partikel keine
Hämoxygenase-1. A549 Zellen wurden mit 0, 5, 10, 50, 100 µg/mL WSP oder CB14 behandelt, 10 µg/mL
CdO diente als Positivkontrolle. Nach 24 h wurden die Gehalte an HO-1 Protein im Western Blot analysiert
(A). Lamin B diente als Ladekontrolle. Abgebildet ist ein repräsentativer Blot (oben) und das auf die Kontrolle
normierte HO-1/Lamin-B Verhältnis in Form des Mittelwerts + Standardabweichung von 4 Bestimmungen
aus 2 unabhängigen Versuchen (unten). (B) HO-1 mRNA Levels wurden nach 4 h und 24 h mit qRT-PCR
bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert + Standardabweichung aus 4 Proben von 2 unabhängigen Versuchen
(* = p<0.05 zum abgebildeten Bezugspunkt). Statistische Signikanz der Unterschiede zur Kontrolle getestet
mit ANOVA und Dunnetts post-hoc Test.
Eine Korrelation zwischen H2DCF Oxidation und Oberäche von rußartigen Partikeln wurde
bereits in der Literatur beschrieben (Chuang et al. 2011; Garza et al. 2008). Wird der EC-Gehalt als
Dosisparameter verwendet, führen die hier getesteten WSP zu einer vergleichbaren, aber etwas
schwächeren H2DCF Oxidation als die CB14 Partikel. Organische und anorganische Substanzen
auf der Oberäche der WSP führen vermutlich zu einer Verminderung der verfügbaren Oberäche
und somit der biologischen Aktivität. Neben der EC-Komponente könnte der hohe Eisengehalt
der WSP für die zusätzliche Bildung von reaktiven Sauerstospezies verantwortlich sein. Zink
stellt normalerweise das häugste Schwermetall in WSP dar, jedoch ist der Zinkgehalt der hier
getesteten Partikel zu gering um nennenswert zur Bildung von ROS beizutragen. Bessere Verbren-
nungsbedingen führen zu einer Verminderung der partikulären Emissionen und so indirekt zu einer
Anreicherung des Zinkgehalts in den Verbrennungspartikeln. Tatsächlich konnte mit gesammelten
Partikeln aus einer ezienten Verbrennung gezeigt werden, dass diese in kultivierten murinen
Makrophagen zu erhöhter ROS Bildung und Zelltoxizität sowie in der Lunge von Mäusen zu Ent-
zündungsreaktionen führten. Die gleiche Partikeldosis aus schlechteren Verbrennungsbedingungen
zeigte diese Eekte hingegen nicht (Happo et al. 2013; Uski et al. 2014).
Das Ausbleiben einer anti-oxidativen Antwort, trotz Bildung von ROS infolge der Behandlung
mit WSP, wurde ebenfalls in einer anderen Studie mit A549 Zellen festgestellt (Danielsen et al.
2011). Das Ergebnis war allerdings zellspezisch, denn in der Monozytenzelllinie THP-1 war die
Genexpression von HO-1 hingegen induziert. Wie in vielen aus Lungentumoren hervorgegangenen
Zelllinien, ist in A549 Zellen das anti-oxidativ regulatorische Protein KEAP1 mutiert. Diese Mutation
führt zu einer beständigen Stabilisierung des Transkriptionsfaktors NRF2, was zu einer permanent
erhöhten Genexpression von anti-oxidativen Genen führt (Singh et al. 2006). Mit CdO Partikeln,
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die in dieser Arbeit als Positivkontrolle dienten, und mit Verbrennungspartikeln aus anderen
Quellen (Fukano et al. 2006) konnte gezeigt werden, dass in A549 Zellen die Expression von HO-1
durchaus induziert werden kann. Dennoch ist es plausibel, dass ein erhöhter Grundspiegel an
anti-oxidativer Genexpression eine geringere Anfälligkeit von A549 Zellen gegenüber oxidativem
Stress bewirkt. Daher könnte die eher moderate H2DCF Oxidation nach der Behandlung mit
WSP nicht ausreichen um eine weitergehende anti-oxidative Antwort in den Zellen auszulösen.
Eine Untersuchung einer Zelllinie mit intaktem NRF2-Signalweg, wie zum Beispiel die bronchiale
Zelllinie BEAS-2B könnte diese Frage beantworten. Versuche mit CB14 Partikeln weisen allerdings
daraufhin, dass die Degeneration des NRF2 Signalweges hier nicht ausschlaggebend ist. CB14
bewirkte eine viel deutlichere ROS Bildung als die WSP, löste aber ebenfalls keine erhöhte HO-1
Genexpression aus. Ein gleiches Ergebnis wurde mit BEAS-2B Zellen, also mit intaktem NRF2-
Signalweg, beobachtet (Diabaté et al. 2011). Eine alternative Erklärung für die fehlende Verbindung
zwischen H2DCF Oxidation und HO-1 Induktion könnte die örtliche Lokalisierung oder chemische
Natur der ROS sein. So kann nicht vollkommen ausgeschlossen werden, dass die H2DCF Oxidation
kompartimentiert oder gar extrazellulär stattndet oder das oxidative Potential der gebildeten
ROS zwar ausreicht um H2DCF zu oxidieren, nicht aber um den NRF2-Signalweg zu aktivieren.
Aufgrund der fehlenden anti-oxidativen Antwort könnten ROS möglicherweise besonders schädlich
wirken, da die anti-oxidative Kapazität schneller erschöpft sein könnte. Dies könnte zu oxidativen
DNA-Schäden führen, wie für A549 Zellen bereits gezeigt wurde (Danielsen et al. 2009).
Die Relevanz von oxidativem Stress für die gesundheitlichen Eekte von Holzrauchpartikeln
sollte tiefergehend untersucht werden, speziell in Hinblick auf die unterschiedlichen Gehalte an
EC und Metallen bei verschiedenen Verbrennungsbedingungen. Neben EC und Metallen enthalten
Holzrauchpartikel aus herkömmlichen Verbrennungsöfen hohe Gehalte der toxikologisch relevan-
ten PAKs. Aus diesem Grund wurde als nächstes die Rolle der PAKs bei den toxischen Wirkungen
der WSP untersucht.
3.1.3. Partikelgebundene PAKs induzieren Cytochrom P450 1A1
CYP1A1 (Cytochrom P450, Familie 1, Subfamilie A, Polypeptid 1) ist bei der metabolischen Aktivie-
rung von PAKs beteiligt. Die CYP1A1 Expression wird transkriptionell durch Ligandenbindung an
den AhR reguliert. Die PAKs sind starke Liganden des AhR. Daher kann die Genexpression von
CYP1A1 als Marker verwendet werden, um die Bioverfügbarkeit von PAKs sowie ihrer Potenz den
Rezeptor zu aktivieren anzuzeigen. Die CYP1A1 mRNA Gehalte waren nach 4 h und 24 h Behand-
lung mit WSP stark erhöht (Abb. 3.7A,B). Nach 4 h führte bereits eine niedrige Konzentration von
5 µg/mL zu einer 70-fachen CYP1A1 Induktion relativ zur Kontrolle. Höhere Partikelkonzentra-
tionen führten zu diesem Zeitpunkt nicht zu einer weiteren Erhöhung der CYP1A1 Expression.
Im Gegensatz dazu war nach 24 h über den kompletten getesteten Konzentrationsbereich eine
dosisabhängige CYP1A1 Induktion zu beobachten. Interessanterweise el die Genexpression nach
24 h bei den niedrigen Konzentrationen von 0.5 und 5 µg/mL aber geringer aus als nach 4 h. 50
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Abbildung 3.7.: Partikelgebundene PAK bewirken eine stärkere CYP1A1 Expression und EROD
Aktivität als ein lösliches Modell-PAK. A549 Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen WSP
oder 10 µM des Modell-PAK B[a]P behandelt. Nach 4 und 24 h wurden die CYP1A1 mRNA Levels mit
qRT-PCR bestimmt (A). Die CYP1A1 Enzymaktivität wurde nach 38 h Behandlung mit dem EROD-Test
gemessen (B). Für eine bessere Vergleichbarkeit wurden die TEQ Konzentrationen für die verwendeten WSP
und B[a]P Suspensionen angegeben. Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung aus 4 (A) bzw.
6 (B) Proben aus 2 unabhängigen Experimenten. Für den statistischen Vergleich mehrerer Behandlungen
untereinander wurde nach ANOVA der Tukey HSD Test verwendet (* = p<0.05, *** = p<0.001 verglichen mit
der Kontrolle sofern nicht anderweitig kenntlich gemacht).
µg/mL WSP und die viel höher konzentrierte Positivkontrolle B[a]P induzierten CYP1A1 nach 24 h
dagegen stärker als nach 4 h.
Die unterschiedlichen Dosis-Wirkungsbeziehungen können vermutlich durch eine zeit- und
dosisabhängige Bioverfügbarkeit und Persistenz der PAKs erklärt werden. Besonders auällig ist
die Zellantwort auf das gelöste B[a]P im Vergleich zu den partikelgebundenen PAKs. Die Summe
aller quantizierten PAKs aus den WSP Partikelproben kann als toxische Äquivalente relativ zu
B[a]P ausgedrückt werden (Nisbet und LaGoy 1992) (siehe hierzu auch Abschnitt 1.1.2.1). Vergleicht
man die TEQ Konzentrationen der getesteten WSP Suspensionen mit der TEQ Konzentration des
B[a]P (Details Anhang Tab A.3), fällt auf, dass die partikelgebundenen PAKs um mehrere Größen-
ordnungen potenter scheinen als das lösliche B[a]P. Da die PAKs in Verbrennungspartikeln auf der
Partikeloberäche adsorbiert sind, könnten die Partikel als Vehikel für PAKs dienen, die so eine
bessere Bioverfügbarkeit erlangen: durch Sedimentation der Partikel auf die Zelloberäche erhöht
sich die an den Zellen lokaliserte PAK Konzentration im Vergleich zu dem homogen verteilten
B[a]P oder die Partikel könnten als „Trojanisches Pferd“ die PAK Aufnahme erhöhen, indem sie
als Träger für organische Verbindungen fungieren (Gebel et al. 2014; Janssen et al. 2012). Ferner
ist es möglich, dass es im Fall des gelösten B[a]P zu Verlusten durch Adsorption an Zellkultur-
material aus Plastik kommt, wodurch die tatsächlich eingesetzte Konzentration niedriger ausfällt.
Zusammengefasst ist es wahrscheinlich, dass die unterschiedliche CYP1A1 Induktion durch eine
partikelbedingte höhere zelluläre PAK Dosis bei Behandlung mit WSP bedingt ist, während das
suspendierte B[a]P größtenteils im Überstand oder an Zellkulturmaterialen verbleibt und nur eine
Fraktion der eingesetzten Menge die Zellen erreicht.
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Im Einklang mit den aus der qPCR erhaltenen Daten, induzieren WSP auch die Cytochrom P450-
assoziierte Enzymaktivität. Diese wurde mit 7-Ethoxyresorun (7-ER) im EROD (Ethoxyresorun-
O-deethylase) Assay untersucht (Abb. 3.7B). 7-ER wird CYP450 abhängig deethyliert und wird
zum uoreszierenden Resorun umgesetzt, welches uorometrisch einfach quantiziert werden
kann (Eichbaum et al. 2014). Die EROD Aktivität nahm dosisabhängig bei 48 h Behandlung mit den
WSP zu, mit einer leicht höheren Aktivität als bei Behandlung mit B[a]P. Der mit qPCR festgestellte
erhöhte CYP1A1 mRNA Gehalt manifestiert sich also tatsächlich auch in einer höheren CYP1A1
Enzymaktivität. Allerdings war die zum frühen Zeitpunkt (4 h) unterschiedliche Induzierbarkeit
von CYP1A1 zwischen WSP und B[a]P Behandlung, die bereits nach 24 h weniger stark ausel,
unter Berücksichtigung der Enzymaktivität, nach 48 h schwächer ausgeprägt. Die akkumulierte
CYP1A1 Aktivität nach WSP und B[a]P Behandlung bewegt sich nach langer Behandlungszeit in
vergleichbarem Ausmaß, bei nach wie vor erheblich niedrigeren TEQ Konzentrationen bei Behand-
lung mit WSP als mit B[a]P. Wie in Abschnitt 3.1.2 diskutiert (S.38), führt die Behandlung mit WSP
zur Bildung von ROS. Neben den dort diskutierten Mechanismen können auch PAKs einen Beitrag
zur ROS Generierung leisten (Briedé et al. 2004). Sie können durch Aldo-Keto-Reduktasen unter
ROS Generierung metabolisiert werden, wie für A549 Zellen bereits gezeigt werden konnte (Park
et al. 2008). In den bisher publizierten Arbeiten nden sich nur wenige Daten zur Wirkung von
PAKs auf menschliche Zellen nach Exposition gegenüber Holzrauchpartikeln. Iba et al. (2006)
verglichen in Ratten die Genexpression von CYP1A1 nach Inhalation von Zigarettenrauch und
Holzrauch. Im Gegensatz zum höher konzentrierten Zigarettenrauch führte Holzrauch allerdings
nicht zur CYP1A1 Induktion. Da die Induktion von CYP1A1 in Lungenexplantaten durch B[a]P
in Anwesenheit von Holzrauchextrakt sogar abgeschwächt war, spekulierten die Autoren über
AhR inhibierende Substanzen in den verwendeten WSP, stellten aber auch klar dass dieses Ergeb-
nis mit anderen Holzsorten und Verbrennungsarten überprüft werden muss. Tatsächlich führten
verschiedene WSP, und deren organische Extrakte, in kultivierten Rattenleberzellen in ähnlichem
Ausmaß wie B[a]P, zur starken Aktivierung eines AhR abhängigen Luziferase-Reporterkonstrukts.
Die Regulation von endogenem CYP1A1 wurde allerdings nicht untersucht (Gauggel et al. 2012).
Rattenleberzellen reagieren zudem empndlicher auf AhR Liganden als humane Zellen, aufgrund
eines AhR Polymorphismus, der die Anität der Ligandenbindung begünstigt (Moriguchi et al.
2003). Das hier präsentierte Ergebnis, dass WSP auch in humanen Lungenzellen zu einer deut-
lichen Aktivierung des AhR und der daraus resultierenden CYP1A1 Induktion führen, ist daher
von großem Belang für die Risikobeurteilung von Holzrauchpartikeln, speziell in Anbetracht der
wichtigen Rolle der Metabolisierung von PAKs in der Kanzerogenese (Nebert und Dalton 2006).
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Abbildung 3.8.: Behandlung mit WSP führt in A549 Zellen zur Induktion von PAK metabolisie-
renden Systemen und zur Bildung von reaktiven Sauerstospezies. Die WSP sind ein komplexes
Stogemisch. Durch separates Testen der toxikologisch relevanten Hauptkomponenten Ruß, PAKs und
Metalle repräsentiert durch CB14 NP, Benzo[a]pyren und ZnO NP konnten die Wirkungen von WSP
rekapituliert werden. Details im Text.
Es konnte gezeigt werden, dass WSP, die bei der häuslichen Holzverbrennung gesammelt wurden,
in A549 Zellen zur Bildung von ROS und einer deutlichen PAK spezischen Zellantwort, gemessen
in Form von Genexpression und Enzymaktivität von CYP1A1, führen. Hierbei führte die Bildung
von ROS allerdings nicht zu einer weiterführenden anti-oxidativen Zellantwort, wie anhand der
Genexpression und Proteingehalte von HO-1 gezeigt wurde. Ebenfalls hatten die WSP keinen
Eekt auf die Freisetzung des pro-inammatorischen Zytokins IL-8. Die WSP stellen ein komplexes
Stogemisch mit vielen potentiell biologisch aktiven Substanzen dar. Die vermutlich wichtigsten
Substanzen für die toxikologischen Wirkungen sind Ruß, PAKs und Metalle. Für diese Bestandteile
wurden repräsentative Substanzen ausgewählt und ihre Wirkung auf A549 Zellen separat getestet.
Tatsächlich konnten die Wirkungen des Stogemisches WSP durch die kombinierte Wirkung
der Einzelkomponenten rekapituliert werden. So führten vor allem CB14 NP, repräsentativ für
den Rußanteil, aber auch ZnO NP, stellvertretend für die metallische Komponente der Partikel,
zur Bildung von ROS. Benzo[a]pyren, ein Modell-PAK, führte zur gleichen PAK spezischen
Zellantwort wie die WSP (siehe grasche Zusammenfassung Abb. 3.8). Auallend war hier, dass die
partikelgebundenen PAKs der WSP deutlich potenter waren als das dispergierte B[a]P. Vermutlich
ist hierfür eine höhere Bioverfügbarkeit von partikelgetragenen PAKs verantwortlich, da die
Partikel z.B. als Carrier die Aufnahme in die Zelle begünstigen oder durch Absinken auf die Zellen
die lokal an der Zellmembran angebotene PAK Menge gegenüber dispergierten PAKs erhöhen
könnten. Da die metabolische Aktivierung von PAKs einen kritischen Beitrag zu Mutagenese und
Kanzerogenese leisten kann, sollte die hohe Potenz der partikelgebundenen PAKs von WSP in
künftigen Studien genauer untersucht werden.
Die Bestandteile Ruß und PAKs, die den Großteil der untersuchten toxikologischen Wirkungen
erklären, können durch ezientere Verbrennungsbedingungen in modernen Öfen wirksam ge-
mindert werden. Die Metallemissionen nehmen durch eine bessere Verbrennung allerdings nicht
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ab, wodurch sich relativ zur Partikelmasse der Metallgehalt erhöht. Dies könnte zu einer Verände-
rung des Toxizitätsprols, mit höherem Einuss der Metallspezies, führen. Daher sollte auch eine
Reduzierung der emittierten Metalle angestrebt werden, zum Beispiel mittels Abscheidung von
Partikeln aus den Verbrennungsaerosol.
Alle hier vorgestellten Ergebnisse weisen allerdings einen wichtigen methodischen Mangel
auf: es konnten lediglich die partikulären Holzverbrennungsemissionen getestet werden. Bei der
Holzverbrennung entsteht allerdings auch eine Vielzahl gasförmiger Komponenten, darunter
potentiell toxische Verbindungen. Eine Möglichkeit auch die gasförmigen Substanzen im Holzrauch
zu testen, ist die Exposition von Zellen direkt mit dem Verbrennungsaerosol an der Luft-Flüssigkeits-
Grenzschicht. Daher wurde für die weiteren Untersuchungen in dieser Arbeit ein System entwickelt
und verwendet, welches diese Art der Zellexposition ermöglicht. Im nächsten Abschnitt wird
zunächst die biologische Validierung dieses Expositionssystems beschrieben.
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3.2. Etablierung eines ALI-Expositionssystems zur
toxikologischen Untersuchung von Aerosolen
Im vorhergehenden Kapitel wurde nach Submersexposition der Beitrag verschiedener chemischer
Komponenten zur Toxizität von Holzrauchpartikeln untersucht. Wie in der Einleitung (Abschnitt
1.2.1) ausführlicher beschrieben, hat diese Methode zur toxikologischen Charakterisierung von
Verbrennungsemissionen eine Reihe von Nachteilen. Eine entscheidende Schwachstelle ist der
Verlust der gasförmigen Emissionen beim Sammeln der Partikelproben. Verbrennungsaerosole,
wie der in dieser Arbeit untersuchte Holzrauch, enthalten allerdings eine Vielzahl gasförmiger
Verbindungen mit toxikologischer Relevanz (McDonald et al. 2000). Eine Methode, mit der das
gesamte Verbrennungsaerosol auf seine Wirkung auf kultivierte Zellen getestet werden kann, ist
die sogenannte Exposition an der Luft-Flüssgkeits-Grenzschicht (ALI, engl. air-liquid interface).
Am Institut für Technische Chemie wurde in der Abteilung Aerosol- und Partikeltechnologie
ein ALI-Expositionssystem zum Testen von Aerosolen entwickelt (Mülhopt et al. 2009; Paur et al.
2008). Im Rahmen dieser Arbeit wurden kooperativ eine Reihe von Weiterentwicklungen des
bisherigen ALI-Expositionssystems umgesetzt, die das Testen von Verbrennungsaerosolen mit toxi-
schen Gasphasenkomponenten ermöglichen. Die implementierten Neuerungen wurden technisch
und biologisch validiert. In diesem Kapitel werden die wichtigsten biologischen Arbeiten hierzu
beschrieben. Die technischen Etablierungs- und Validierungsarbeiten, die im wesentlichen die
Bestimmung der Depositionsezienz mit und ohne Verwendung eines elektrischen Felds, sowie die
Implementierung einer zweiten Befeuchtungsanlage umfassen, können in der Publikation Mülhopt
et al. (2016) nachgelesen werden.
3.2.1. Implementierung eines zusätzlichen Befeuchtungssystems zur
gleichzeitigen Begasung von Referenzzellen mit Reinlu
Zellen, die an der Luft-Flüssigkeits-Grenzschicht kultiviert werden, also ohne eine Flüssigkeits-
schicht auf der apikalen Seite, werden sehr leicht durch Austrocknen geschädigt. Die Zellen sind
derart anfällig für diese Art von Schäden, dass bereits ein kurzer Zeitraum, während dem die Zellen
einem Strom von unbefeuchteter Luft ausgesetzt sind, zu starkem Zelltod führt (Abb. Fig A5). Damit
die Zellen für Expositionsversuche einen längeren Zeitraum unbeschadet überstehen, wird das
Testaerosol, das im System über die Zellen geleitet wird, in einem Konditionierungsreaktor mit
Wasserdampf auf 85% r.F. befeuchtet (siehe Einleitung S. 12). Auf diese Weise lassen sich Aerosole
untersuchen, die durch Suspension von gesammelten Partikeln in Luft generiert wurden. Ebenso
kann durch die Verwendung von Filtern, welche die Partikel entfernen bevor das Testaerosol auf
die Zellen gelangt, die partikelfreie Luft untersucht werden und diese Zellen als Kontrollreferenzen
verwendet werden (Diabaté et al. 2008). Sollen allerdings Aerosole aus Verbrennungsprozessen
analysiert werden, besteht die Gasphase nicht aus reiner Luft, sondern enthält potentiell toxische
Verbindungen. In diesem Fall wird ein zweiter, getrennt vom Testaerosol befeuchteter, Luftstrom
benötigt, damit weiterhin Kontrollzellen mit Reinluft begast werden können. Das dafür notwendige
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Abbildung 3.9.: Die verwendeten Befeuchtungssysteme führen nicht zu einer verminderten Zell-
vitalität. A549 Zellen wurden 4 h mit HEPA-gelterter Raumluft begast, die entweder im Konditionie-
rungsreaktor für Aerosole (Reaktor Reinluft) oder im zweiten Befeuchtungssystem für Kontrollpositionen
(zusätzliche Reinluft) befeuchtet wurden. Die metabolische Aktivität wurde anhand der Reduzierung von
AlamarBlue® (A) sowie die Membranintegrität anhand der Freisetzung von LDH ins Kulturmedium (B) er-
mittelt. Zellen, die in einem herkömmlichen Inkubator ohne künstliche CO2 Anreicherung gehalten wurden,
dienten als Negativkontrolle (Inkubatorkontrolle). Zellen, die mit 1% Triton-X 100 lysiert wurden, dienten
als Referenz für die maximale freisetzbare LDH-Menge (100%). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von 9
Proben aus 3 unabhängigen Versuchen (A), bzw. 3 Proben aus einem repräsentativen Experiment von insge-
samt 3 unabhängigen Experimenten (B). Statistische Signikanz der Unterschiede zur Inkubatorkontrolle
getestet mit ANOVA und Dunnetts post-hoc Test, *** = p<0.001.
zweite Befeuchtungssystem wurde während dem Zeitraum dieser Arbeit integriert. Die Funktio-
nalität der neuen Befeuchtungsquelle, das heißt keine Beeinträchtigung der Zellvitalität, wurde
mit biologischen Tests validiert. Hierbei wurde gelterte Umgebungsluft verwendet, wie sie bei
regulären Experimenten sowohl zum Verdünnen des Testaerosols, als auch zum Begasen der Kon-
trollzellen eingesetzt wird. Die Zellen, die mit den unterschiedlichen Befeuchtungseinrichtungen
getestet wurden, zeigten keinen Unterschied in der metabolischen Aktivität (Abb. Fig 3.9 A) und der
LDH-Freisetzung (Abb. Fig 3.9 B) im Vergleich mit Zellen, die während des Versuchs im Inkubator
kultiviert wurden. Zellen, über die während des Versuchszeitraums unbefeuchtete Luft strömte,
wurden dagegen stark geschädigt (Abb. Fig 3.9 A, ohne Befeuchtung).
Somit ist die Möglichkeit gegeben, Zellen gleichzeitig mit einem kompletten Verbrennungs-
aerosol, einem partikelgeltertem Aerosol als auch mit Reinluft zu behandeln. Dies stellt einen
großen Fortschritt des in Karlsruhe entwickelten Expositionssystems dar, denn nur so können
die Eekte der volatilen Komponenten eines Aerosols untersucht werden. Diese Neuerung stellt
ebenfalls ein Alleinstellungsmerkmal im Vergleich zu ähnlichen Expositionssystemen dar, bei deren
Verwendung die Kontrollbehandlung mit Reinluft entweder in separaten Experimenten oder einem
zusätzlichen System stattnden muss.
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3.2.2. Die Zellvitalität wird durch Anlegen eines elektrischen Feldes nicht
beeinflusst
Eine weitere wichtige technische Neuerung des Expositionssystems ist die Möglichkeit durch
Anlegen einer Hochspannung ein elektrisches Feld zu erzeugen, das die Abscheidungsrate von
Partikeln erhöht. Ohne elektrisches Feld unterliegt die Partikelabscheidung der Diusion und
Impaktion, womit sich eine Depositionsezienz von etwa 1.5 - 2% erzielen lässt (Mülhopt et al.
2009; Tippe et al. 2002). Durch Anlegen eines Potentials von -1000 V lässt sich der Anteil der auf der
Transwellmembran abgeschiedenen Partikel für ein Testaerosol aus Fluorescein-Natrium Partikeln
um den Faktor 9.0 erhöhen. Für das Holzverbrennungsaerosol aus Kapitel 3.3.1 (siehe dort für
eine detailliertere Dosisbetrachtung) beträgt der Steigerungsfaktor 3.9 (Mülhopt et al. 2016). Eine
Erhöhung der Partikeldosis ist nützlich, um Aerosolquellen mit geringen Partikelemissionen zu
untersuchen oder um Partikeleekte gegenüber Gaseekten zu betonen. Außerdem kann auf diese
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Abbildung 3.10.: Die Verwendung eines elektrostatischen Felds hat keinen Einuss auf die meta-
bolische Aktivität und Membranintegrität. (A) Schematischer Querschnitt des Elektrodenbechers mit
Ladungsverteilung bei angelegter Hochspannung. Das Zellkulturmedium (rosa) wird in den isolierenden
Kunststobecher (hellgrau) mit Elektrode (dunkelgrau) befüllt. Darauf wird die Membran platziert, auf der
die Zellen wachsen (rot). Die schwarzen Linien zeigen den Aerosoluss, die gelben Linien veranschaulichen
die elektrischen Feldlinien. A549 Zellen wurden 4 h mit HEPA-gelterter Umgebungsluft exponiert, mit
(HV) oder ohne (0V) angelegtem Potenzial von -1000 V. Danach wurde die metabolische Aktivität anhand
der Reduzierung von AlamarBlue® (B) und die Membranintegrität anhand der Freisetzung von LDH ins
Kulturmedium (C) ermittelt. Die metabolische Aktivität wurde auf die Probe ohne elektrostatisches Feld
normiert (100%), und die LDH-Freisetzung auf Zellen, die als Referenz für die maximale freisetzbare LDH
Menge mit 1% Triton-X 100 lysiert wurden (100%). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von 6 Proben aus
2 unabhängigen Versuchen. Die ANOVA Analyse mit Dunnetts post-hoc Test ergab keine signikanten
Unterschiede zwischen den Proben.
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Da die Elektrodenächen, zwischen denen sich das elektrische Feld aufbaut, keinen geschlossenen
Stromkreis bilden, ießt kein Strom durch die Zellen (Abbildung 3.10A). Um sicherzustellen, dass
das elektrische Feld bei einer angelegten Spannung von -1000 V dennoch keinen Einuss auf
die Zellvitalität hat, wurden A549 Zellen mit und ohne angelegter Hochspannung mit Reinluft
begast und die Zellvitalität ermittelt. Nach 4 h Begasung mit Reinluft konnte kein Unterschied in
der metabolischen Aktivität (Abb. 3.10B) und keine veränderte LDH-Freisetzung (Abb. 3.10C) bei
Verwendung einer Hochspannung von -1000 V festgestellt werden. Andere Arbeitsgruppen, die
bereits über ein ALI-System mit der Möglichkeit zur elektrostatischen Deposition verfügen, führten
vergleichbare Experimente durch. Auch dort wurde keine Beeinträchtigung der Zellvitalität oder
anderer biologischer Endpunkte beobachtet (Hawley et al. 2014; Zavala et al. 2014).
3.2.3. Bioverträglichkeit des verwendeten Konstruktionsmaterials
Die Exposition der Zellen ndet in Edelstahlmodulen statt. Um die elektrostatische Deposition
zu ermöglichen, müssen die beiden Elektroden galvanisch getrennt werden. Dies kann durch
das Einsetzen von elektrisch isolierenden Kunststobechern bewerkstelligt werden, in die das
Zellkulturmedium gefüllt und die Zellen eingesetzt werden (Abb. 3.10A). Zwei häug verwendete
Konstruktionsmaterialien, Polyoxymethylen (POM) und Polypropylen (PP), wurden auf ihre Ve-
träglichkeit mit der Zellkultur getestet. Zellkulturmedium wurde nach 24 h Kontakt mit Kunststo-
bechern aus beiden Materialien auf A549 Zellen gegeben und nach weiteren 24 h die Zytotoxizität
bestimmt. Becher aus POM sind nicht für die Zellkultur geeignet, denn das Medium, das mit POM
in Kontakt war, führte zu einer Abnahme der metabolischen Aktivität (Abb. 3.11A) und erhöhter
Freisetzung von LDH (Abb. 3.11B). Becher aus PP sind dagegen unbedenklich, hier wurde keine
Beeinträchtigung der Zellen festgestellt. Das Ergebnis lässt vermuten, dass die Becher aus POM
toxische Substanzen an das Medium abgeben. Für die Expositionsmodule wurden daher Becher
aus PP verwendet.
Probleme bei der Bioverträglichkeit von POM wurden bereits in anderen Studien festgestellt, die
Autoren machen dafür freigesetztes Formaldehyd durch Degradation des Kunststoes verantwort-
lich (Kusy und Whitley 2005; LaIuppa et al. 1997). Neben Kunststoen können auch andere Materia-
lien, die in Geräten zur Zellexposition verwendet werden, wie zum Beispiel Metalle, problematische
Komponenten an das Zellkulturmedium abgeben (Rach et al. 2013). In den Expositionsmodulen
des am KIT entwickelten Systems, kommt neben Kunststo ebenfalls eine Elektrode aus Edelstahl
in Kontakt mit dem Medium. Die Tests zur Bioverträglichkeit wurden allerdings mit komplett
montierten Kunststobechern, inklusive Elektroden, durchgeführt. Daher kann eine Toxizität
aufgrund anderer Materialen, die mit dem Medium in Kontakt kommen, ausgeschlossen werden.
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Abbildung 3.11.: Kunststobecher aus POM, nicht aber aus PP, geben nach langen Kontaktzeiten
toxische Bestandteile an das Kulturmedium ab. RPMI-1640 Medium wurde in Kunststobecher aus Po-
lyoxymethylen (POM) oder Polypropylen (PP) und in herkömmliche Zentrifugenröhrchen für die Zellkultur
aus PP (Kontrolle) gefüllt. Die Kunststobecher waren gleich bestückt wie bei Zellexpositionsversuchen,
inklusive der Elektroden. Nach 24 h Kontakt zu den Materialen wurde das Medium abgenommen, auf A549
Zellen gegeben und nach weiteren 24 h die Zytotoxizität anhand der AlamarBlue® Reduktion (A) und der
LDH-Freisetzung (B) bestimmt. Zellen die mit 0.1% Triton-X 100 lysiert wurden, dienten als Referenz für
die maximal freisetzbare LDH-Menge (100%). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von 6 Proben aus 2
unabhängigen Versuchen. Statistische Signikanz der Unterschiede zur Kontrolle getestet mit ANOVA und
Dunnetts post-hoc Test, *** = p<0.001.
3.2.4. Weitere Verbesserungen und Einsatz des Systems auf Messkampagnen
Ferner trugen eine Reihe weiterer Verbesserungen zu einer hohen Reproduzierbarkeit der Expe-
rimente und Ausfallsicherheit des Systems bei. So wird nun vor jedem Start eines Experiments
automatisiert die Dichtigkeit aller Leitungen und Verbindungen überprüft. In der Vergangenheit
kam es gelegentlich, über nicht entdeckte Undichtigkeiten, zu einem Eintrag von unbefeuchteter
Luft ins System, die die Zellvitalität beeinträchtigte. Diese Probleme ließen sich mit dem obligato-
rischen Dichtigkeitstest ezient zuverlässig vermeiden. Außerdem wurde eine Lüfterschaltung
implementiert, die den Lüfter während des Einsetzens von Zellen deaktiviert. Eine Schädigung
der Zellen durch den Luftstrom des Lüfters, wie in Abb. A5 gezeigt, ist hierdurch nicht mehr
möglich. Schließlich wurde die Geometrie der Kunststobecher, in die die Zellen eingesetzt werden,
verbessert. Zuvor kam es beim Einsetzen der Zellen auf das vorgelegte Zellkulturmedium leicht
zur Bildung von Luftblasen unter den Transwell-Inserts und Kulturmedium stieg unkontrolliert im
Zwischenraum zwischen Transwellwandung und Kunststobecher. Mit einem Innendurchmesser
der Kunststobecher von 31 mm wurde eine optimale Geometrie gefunden, die die Bildung von
Luftblasen unterbindet und ein problemloses Einsetzen der Transwell-Inserts ermöglicht. Weitere
Details sind in der Publikation von Mülhopt et al. (2016) zu nden.
Das Expositionssystem wurde erfolgreich auf mehreren Messkampagnen des HICE-Projekts
(www.hice-vi.eu) zur Charakterisierung der Wirkung verschiedener Verbrennungsaerosole einge-
setzt. An der Universität Rostock wurden die Emissionen eines mit Diesel und Schweröl betrie-
benen Schisdieselmotors untersucht. Die toxikologischen Ergebnisse dieser Kampagne sind in
den Publikationen Oeder et al. (2015) und Sapcariu et al. (2016) veröentlicht. Weitere Kampagnen
49
3. Ergebnisse und Diskussion
untersuchten die Emissionen verschiedener Holzverbrennungen (Universität Kuopio, Finnland)
und eines PKW Motors, betrieben mit Bioethanol und Benzin (Universität Rostock). Die toxikolo-
gisch umfassendste Untersuchung von Verbrennungsemissionen fand während meiner Promotion
zeitlich verteilt am KIT statt. Untersucht wurden die Auswirkungen des Abgases einer Buchen-
holzverbrennung. Die Ergebnisse sind im folgenden Kapitel beschrieben.
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3.3. Untersuchung von Holzrauchemissionen an der
Lu-Flüssigkeits-Grenzschicht
3.3.1. Aerosolcharakterisierung
Für die toxikologische Charakterisierung von Holzrauchemissionen an der Luft-Flüssigkeits-Grenz-
schicht wurden die Zellen im Expositionssystem 4 h mit dem Verbrennungsaerosol einer Buchen-
holzverbrennung exponiert. Zur Erzeugung des Aerosols wurde ein handelsüblicher Kaminofen für
Privathaushalte (8 kW) eingesetzt und die Emissionen in einer Verdünnungsanlage (Diabaté et al.
2008) im Verhältnis 1:10 mit gelterter Umgebungsluft verdünnt. Dieses Aerosol wurde mit ver-
schiedenen physikalischen und chemischen Methoden charakterisiert. Abbildung 3.12A zeigt den
zeitlichen Verlauf der Partikelgrößen- und Partikelanzahlverteilung während eines typischen 4 h
Verbrennungsexperiments. Die Partikelemissionen weisen einen dynamischen Verlauf auf, sowohl
in den entstehenden Partikelgrößen, als auch den Partikelkonzentrationen. Instabile Emissions-
werte sind inhärent für reale Verbrennungsprozesse, insbesondere bei der Scheitholzverbrennung,
da hier der Brennsto chargenweise verbrannt wird und es durch Ausbrand und Nachlegen von
frischem Brennholz zwangsläug zu drastischen Veränderungen der Verbrennungsbedingungen
kommt.
Dies bedeutet für Zellexperimente, dass kein Experiment dem anderen gleicht und Abstriche
in der Versuchsreproduzierbarkeit seitens der Aerosolquelle in Kauf genommen werden müssen.
Dennoch wurde darauf geachtet, durch gleichbleibende Holzmengen und Feuerungsintervalle
diese Schwankungen möglichst zu minimieren. Der Ofen wurde rund eine Stunde vor dem Start
eines Zellexperimentes angefeuert, um während der Zellexposition eine möglichst konstante Be-
triebstemperatur zu erzielen. Die Temperatur eines Holzofens hat großen Einuss auf die Ezienz
der Verbrennung und damit auf die partikulären und gasförmigen Emissionen (Orasche et al.
2012; Reda et al. 2015). Wie in Abb. 3.12A zu erkennen, treten zu Beginn der Zellexposition keine
erhöhten Partikelemissionen auf, weshalb davon ausgegangen werden kann, dass der Ofen zu
diesem Zeitpunkt ausreichend vorgeheizt war, um die besonders emissionsreiche Phase nach dem
Betriebstart des Ofens auszublenden. Auf diese Weise wird eine bessere Reproduzierbarkeit des
generierten Aerosols erzielt, und es ist möglich, mehrere vergleichbare Zellexpositionsexperimen-
te hintereinander durchzuführen, ohne dass der Ofen zwischen den Experimenten wieder auf
Raumtemperatur abkühlen muss. Es gilt allerdings auch zu bedenken, dass die emissionsreiche
Anbrandphase im kalten Ofen bei realen Holzfeuerungen in Privathaushalten nicht vermieden
wird. Somit werden die Emissionen diesbezüglich in den durchgeführten Laborexperimenten in
ihrer Wirkung möglicherweise unterschätzt.
Abbildung 3.12B zeigt die durchschnittliche Partikelgröße und -zahl während der gesamten
Versuchsdauer der Verbrennung aus Abb. 3.12A. Die Partikel besitzen eine Größenverteilung im
Bereich von etwa 30 bis 300 nm. Das Maximum der Größenverteilung bendet sich bei etwa 120 nm.
Daneben ist eine Schulter bei 30 - 40 nm vorhanden. Beides ist typisch für eine Holzverbrennung
in einem Kaminofen der verwendeten Bauart (unvollständige Verbrennung bei erhöhten Ofentem-
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Abbildung 3.12.: Die Buchenholzverbrennung generiert ein dynamisches Aerosol mit einer Par-
tikelgrößenverteilung im Nanometerbereich. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Partikelanzahl
und Größenverteilung während eines typischen 4 h Experiments (A), gemessen im Expositionssystem mit
SMPS , sowie die gemittelten Werte während dieses Experiments (B). Mit dem TEM wurden exemplarische
Bilder von Holzrauchpartikeln in zwei verschiedenen Vergrößerungen aufgenommen (C,D). Diese wurden
im Expositionssystem an gleicher Stelle an der sich sonst die Zellkulturen benden, direkt auf Probenträger
für die TEM abgeschieden. (E) Die OC/EC-Konzentrationen (Jürgen Orasche, HMGU München) und die
Gesamtpartikelmasse (PM) sind die Mittelwerte + SD aus mindestens 6 Experimenten und beziehen sich auf
das verdünnte Aerosol. Der EC/OC-Gehalt sowie der Gesamtkohlenstogehalt (Summe aus EC und OC)
sind zusätzlich als prozentualer Anteil der PM angegeben.
peraturen). Bei den kleineren Partikeln handelt es sich um die Primärpartikel der Verbrennung, die
zu Sekundärpartikeln mit einem aerodynamischen Durchmesser von typischerweise bis zu 400
nm agglomerieren (Kocbach Bølling et al. 2009; Naeher et al. 2007). Agglomerate, die diese Größe
wesentlich übersteigen, werden hingegen kaum gebildet und die Größenverteilung des Testaerosols
lag zu jedem Zeitpunkt innerhalb des SMPS-Messbereich von 14 bis 740 nm. Am Aerosoleinlass
des Expositionssystems bendet sich ein Vorabscheider zur Entfernung von Partikeln >2.5 µm. Die
Messungen der Partikelgrößenverteilung haben gezeigt, dass das Aerosol durch den Vorabscheider
nicht verändert wurde. Die festgestellten Partikelcharakteristika bestätigen sich bei Betrachtung
der exemplarischen TEM-Aufnahmen von abgeschiedenen Partikeln. Die Übersichtsaufnahme zeigt
hauptsächlich agglomerierte Sekundärpartikel im Größenbereich 100 - 400 nm, es sind allerdings
auch einzeln vorliegende Primärpartikel vorhanden (Abb. 3.12C). In der Detailaufnahme (Abb.
3.12D) ist die Größe der Primärpartikel (30 - 70 nm) erkennbar. Damit entstehen bei der unter-
suchten Buchenholzverbrennung hauptsächlich Partikel, die beim Einatmen bis in die Alveolen
vordringen können und daher toxikologisch von hoher Relevanz sind (Oberdörster et al. 2005).
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Die Probenahme für die Bestimmung der Größenverteilung und die TEM-Aufnahmen erfolgte im
ALI-Expositionssystem unter gleichen Bedingungen wie bei einer Zellexposition. Veränderungen
des Testaerosols im System, wie zum Beispiel Wandverluste oder eine Veränderung der aerody-
namischen Größe durch Wasseradsorption, wurden auf diese Weise berücksichtigt. Dies wurde
genutzt um anhand der TEM-Aufnahmen und der Partikelgrößen- und Partikelanzahlverteilung
die Depositionsezienz bei Zellexperimenten abzuschätzen (siehe unten). Typische Partikelan-





(Abb. A6). Die Partikelmassenkonzentration des Aerosols, bestimmt mittels Dierenzwägung von
Filterproben betrug 1.16 ± 0.17 mg/m3 (Abb. 3.12E). Auf die Relevanz von Partikelkonzentrationen
dieser Größenordnung für reale Expositionssituationen wird in der übergreifenden Diskussion
(Kapitel 4.5) eingegangen.
Bezieht man die Ergebnisse der thermisch-optischen Analyse des elementaren Kohlenstos
(EC) und organischen gebundenen Kohlenstos (OC) auf die Gesamtpartikelmasse (PM), erhält
man Massenanteile von 7% EC und 34% OC. Der Anteil des gesamten Kohlenstos (TC) an der
Partikelmasse liegt somit bei 41% (Abb. 3.12E). Die Werte zu EC und OC fallen, verglichen mit
publizierten Daten zur Buchenholzverbrennung in einem Kaminofen, eher niedrig aus (Orasche
et al. 2012; Schmidl et al. 2008; Schmidl et al. 2011). Die angeschlossene Verdünnungsanlage sorgt
bei der hier untersuchten Verbrennung für einen konstanten Luftzug am Kaminofen. Hierdurch
kann es zu einer besseren Sauerstoversorgung als bei einem oenem Kamin kommen, was eine
plausible Erklärung für die tendenziell eher niedrig ausfallenden Emissionen darstellt. Auch muss
berücksichtigt werden, dass die Analysenwerte zwischen verschiedenen Studien sehr starken
Schwankungen unterliegen, insbesondere wenn weitere Harthölzer in die Analyse miteinbezogen
werden (Fine et al. 2004).
Die chemische Zusammensetzung der partikulären Emissionen wurde anhand von Filterproben
genauer analysiert. Zu den bekanntentesten toxikologisch relevanten Bestandteilen im Holzrauch-
aerosol gehören Metalle und polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoe (Kocbach Bølling et al.
2009). In Tabelle 3.2 sind die mit ICP-MS bestimmten Metallgehalte aufgeführt. Das Aerosol enthielt
detektierbare Mengen der Schwermetalle Al, Zn, Fe, Pb, Ni, Cr, Cu und Cd. Die Untersuchung des
Beitrages von Metallen zur Toxikologie von Verbrennungsaerosolen ist insbesondere deshalb von
großer Bedeutung, da sich ihre Emissionen nicht durch verbesserte Verbrennungsbedingungen
reduzieren lassen und mitunter sogar durch höhere Verbrennungstemperaturen erhöhen (siehe
hierzu auch Abschnitt 1.1.2). Zink ist normalerweise das häugste Schwermetall im Holzrauch und
steht im Verdacht eine Rolle bei negativen gesundheitlichen Auswirkungen infolge von Holzrauch-
exposition zu spielen (Torvela et al. 2014b; Uski et al. 2015). In den hier analysierten Partikelproben
waren die Zinkgehalte allerdings nur geringfügig höher als die anderer, ebenso toxikologisch
relevanter Metalle, wie z.B. Eisen. Wie schon in den Submersexperimenten gezeigt (Abschnitt 3.1.2
S. 38), muss daher auch bei den ALI-Experimenten davon ausgegangen werden, dass neben Zink
auch andere Metalle für partikelinduzierte Eekte in Frage kommen.
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Tabelle 3.2.: Elementanalyse (ICP-MS) gesammelter Partikel aus Filterproben (Jürgen Orasche, HMGU
München). Die angegebenen Konzentrationen sind die Mittelwerte und SD aus 6 verschiedenen Verbren-
nungsexperimenten und beziehen sich auf das 1:10 verdünnte Aerosol. <LOD = in allen Proben unterhalb
der Bestimmungsgrenze.



























Die Analytik der partikelgebundenen PAKs wurde aus den gleichen Proben mittels GC-MS
durchgeführt. In Tabelle 3.3 sind die Analysendaten für ausgewählte PAKs aufgeführt, eine aus-
führlichere Liste mit weiteren analysierten organischen Verbindungen bendet sich im Anhang
(Tab. A.5). Wie bei einer unvollständigen Verbrennung zu erwarten, war im Holzrauch ein breites
Spektrum partikelgebundener PAKs detektierbar. Die toxische Aktivität einer PAK-Mischung kann
vereinfacht in Toxizitätsäquivalenten (TEQ) angegeben werden (siehe Kapitel 1.1.2.1). Die auf B[a]P
bezogene TEQ-Konzentration im verdünnten Aerosol lag bei 115 ± 51 ng/m3. Bezogen auf die
Gesamtpartikelmasse betrug die TEQ-Konzentration rund 100 ng/mg. Auch die Konzentration der
PAKs bewegte sich damit im typischen Bereich (Orasche et al. 2012).
Um die Partikeldosis der Zellen zu ermitteln, verfügt das ALI-System über die Möglichkeit mit
einer QCM die abgeschiedene Partikelmasse in einer Expositionskammer direkt zu messen. Die
deponierte Masse von Nanopartikeln, wie im untersuchten Holzrauch, liegt allerdings unter dem
Detektionslimit der QCM. Mit der elektrostatischen Deposition ist die QCM nicht kompatibel. Da-
her wurde die Partikeldosis der Holzrauchexposition mit zwei unterschiedlichen Methoden indirekt
bestimmt. Ein Modellaerosol aus Natrium-Fluoresceinpartikeln mit einer vergleichbaren Größen-
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Tabelle 3.3.: PAK-Analyse (GC-MS) gesammelter Partikel aus Filterproben (Jürgen Orasche, HMGU Mün-
chen). Die angegebenen Konzentrationen sind die Mittelwerte und SD aus 8 verschiedenen Verbrennungsex-
perimenten und beziehen sich auf das 1:10 verdünnte Aerosol. <LOD = unterhalb der Bestimmungsgrenze.
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verteilung wie das Holzverbrennungsaerosol wurde generiert und über die Transwell-Membranen
geleitet. Die abgeschiedene Partikelmasse wurde uorimetrisch über eine Kalibrierkurve bestimmt
und durch Vergleich mit der Natrium-Fluoresceinkonzentration im Aerosol die Abscheideezi-
enz der Partikel berechnet. Bei der diusionskontrollierten Partikelabscheidung stellt die Größe
der Partikel den entscheidenden Parameter dar. Daher konnte die Abscheideezienz des Mo-
dellaerosols verwendet werden um für das Holzrauchaerosol, unter Annahme einer Dichte der
Partikel von 2.70 g/cm3 (Lanzerstorfer 2015) und der mit SMPS bestimmten Partikelgrößen- und
Partikelanzahlkonzentration, die zelluläre Dosis zu ermitteln. Die so ermittelte Dosis cSMPS lag
bei 0.30 µg/cm2 (Mülhopt et al. 2016). Eine direktere Methode zur Depositionsbestimmung ist das
Zählen von abgeschiedenen Partikeln. Hierfür wurden Partikel mit und ohne elektrischem Feld auf
TEM-Grids abgeschieden und manuell gezählt (Elihn et al. 2013). Mit dieser Methode wurde eine
Partikeldosis cTEM von 0.34 µg/cm2 ohne, respektive 1.33 µg/cm2 mit Verwendung des elektrischen
Feldes ermittelt (Mülhopt et al. 2016). Die Dosis wurde durch Verwendung der Hochspannung um
den Faktor 3.9 gesteigert. Die Dosis des Fluorescein-Modellaerosols war stattdessen um den Faktor
9.0 erhöht. Vermutlich haben die aus einer Verbrennung entstandenen Partikel einen anderen
Ladungszustand als die zerstäubten Fluoresceinpartikel. Aus diesem Grund wurde der Steigerungs-
faktor der TEM-Analyse verwendet um die cSMPS Dosis unter Einuss des elektrischen Feldes zu
bestimmen. Die so ermittelte cSMPS mit elektrischem Feld beträgt 1.18 µg/cm2 (Mülhopt et al. 2016).
Die ermittelten Partikeldosen mit beiden Methoden stimmen somit relativ gut überein. Dennoch
können beide Methoden mit einem nicht zu unterschätzenden Fehler behaftet sein. Zum Beispiel
kann das Modellaerosol nicht exakt die dynamische Partikelgrößen- und Partikelanzahlverteilung
des Holzrauchs simulieren. Mit der TEM-Methode kann hingegen aus Agglomeraten nicht immer
zuverlässig die Partikelanzahl bestimmt werden. Daher besteht ein dringender Bedarf an besseren
Techniken zur Bestimmung der Partikeldeposition. Vielversprechend ist die indirekte Bestimmung
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der Partikelmasse anhand eines möglichst konstanten und gut zu analysierenden Leitanalyten.
Levoglucosan, ein Anhydrozucker, der bei der unvollständigen Verbrennung gebildet wird, kommt
in relativ hohen Konzentrationen in Holzrauchpartikeln vor und kann empndlich detektiert
werden (Orasche et al. 2011; Simoneit et al. 1999). Da Levoglucosan oenbar von Säugern nicht
metabolisiert wird und in wässrigen Umgebungen ausreichend stabil ist (Migliaccio et al. 2009)
könnte es zur Bestimmung der deponierten zellulären Dosis verwendet werden.
Nach der physikalisch-chemischen Charakterisierung wurde im Folgenden die Wirkung des
kompletten Aerosols bzw. der Partikel- und Gasfraktion auf humane Lungenzellen an der Luft-
Flüssigkeits-Grenzschicht genauer untersucht.
3.3.2. Die akute Toxizität des Holzrauchaerosols ist abhängig von der
partikulären Phase
Die Untersuchung der akuten Toxizität des Verbrennunsgaerosols, bestimmt anhand der Frei-
setzung von Laktatdehydrogenase (LDH) in das Kulturmedium, zeigte in beiden verwendeten
Zelllinien, A549 und BEAS-2B, das gleiche Bild. Nach 4 h Behandlung konnte eine deutliche LDH
Freisetzung festgestellt werden, wenn unter Verwendung des elektrostatischen Felds die deponierte
Partikeldosis erhöht wurde (Abb. 3.13). Bei Behandlung mit dem gelterten Aerosol, also nur den
gasförmigen Bestandteilen des Aerosols, und dem kompletten Aerosol ohne Verwendung des elek-
trostatischen Felds wurde dagegen nur eine vernachlässigbare Toxizität festgestellt. Aufgrund der
hohen Anzahl von Versuchswiederholungen war aber selbst diese geringe LDH Freisetzung teilwei-
se im Vergleich zur Kontrolle mit Reinluft statistisch signikant erhöht. Dieses Ergebnis bedeutet,
dass partikuläre Aerosolbestandteile im Stande sind A549 und BEAS-2B Zellen zu schädigen, und
zwar innerhalb sehr kurzer Zeiträume (4 h). Die zelluläre Partikeldosis beträgt je nach verwendeter
Bestimmungsmethode (siehe 3.3.1) zwischen 0.30 µg/cm2 (SMPS) und 0.34 µg/cm2 (TEM) ohne
angelegtes Feld, respektive zwischen 1.18 und 1.33 µg/cm2 bei Verwendung der elektrostatischen
Deposition. Nach Formel A.1 und A.2 entspricht dies einer Belastung von 800 - 940 Partikeln pro
Zelle ohne, respektive 3200 - 3700 Partikeln pro Zelle mit Verwendung der Hochspannung.
In dieser Arbeit, wie auch in den meisten Studien anderer Arbeitsgruppen, wurde nach Submers-
exposition von A549 Zellen gegenüber Holzverbrennungspartikeln keine Zytotoxizität festgestellt.
Aber selbst in Studien die akut zytotoxische Eekte feststellen, traten diese erst in Konzentrationen
auf, die mehrere Größenordnungen über den hier abgeschätzten Dosen in der ALI Exposition
liegen (Tapanainen et al. 2011). Paur et al. (2011) schätzten die in der menschlichen Lunge abge-
schiedene Partikelmasse bei vierstündiger Inhalation von realistischen Umweltkonzentrationen (10





Partikelzahl pro Zelle wurde in den beiden Szenarien auf unter 10, respektive 1200 geschätzt. Somit
entspricht bereits die Partikeldosis ohne Verwendung des elektrischen Felds etwa der höchsten
anzunehmenden Exposition, die Partikeldosis bei Verwendung der Hochspannung ist in der Realität
nicht mehr zu erreichen.
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Abbildung 3.13.: Die akute Toxizität des Holzrauchaerosols ist abhängig von der partikulären
Phase. A549 und BEAS-2B Zellen wurden 4h mit HEPA gelterter Umgebungsluft (Reinluft) oder mit
partikelgeltertem (Gasphase) oder ungeltertem (Aerosol) Holzrauchaerosol (1:10 verdünnt) behandelt.
Mit elektrostatischer Deposition wurde die deponierte Partikeldosis bei der Behandlung mit ungeltertem
Aerosol erhöht (Aerosol HV). Die Menge an freigesetzter LDH in das Medium unter den Insert Membranen
wurde analyisert und auf die LDH Menge, die durch vollständige Lyse von unbehandelten Zellen mit 0.1%
Triton X-100 freigesetzt wurde, bezogen (100%). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von
mindestens 21 Proben aus mindestens 7 unabhängigen Versuchen. Signikant unterschiedlich zur Kontrolle
mit *= p<0.05, ***= p<0.001 (Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s post-hoc Test). Die angebene Partikeldosis
ergibt sich aus der Spanne der Abschätzung nach den Methoden in Kapitel 3.3.1.
Im Gegensatz zu Submersstudien können die Partikel bei Deposition an der Luft-Flüssigkeits-
Grenzäche direkt mit den Zellen wechselwirken, daher ist die zelluläre Dosis der beiden Methoden,
wenn überhaupt, nur eingeschränkt vergleichbar. Bislang gibt es nur zwei publizierte Studien, die
die Toxizität von Holzverbrennungspartikeln an der ALI untersuchten. Künzi et al. (2013) konnten
keine Zytotoxizität feststellen, schätzten die zelluläre Partikeldosis allerdings deutlich geringer
als bei den Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit. Interessanterweise konnte auch in der
zweiten Studie, die Aufgrund elektrostatischer Präzipitation eine ähnliche Dosis erzielte wie in der
vorliegenden Arbeit, ebenfalls kein Zelltod festgestellt werden (Hawley und Volckens 2013). Dies
lässt vermuten, dass entweder die dort verwendeten Zellen (Primärzellkulturen) weniger sensitiv
reagieren, oder die Partikel weniger toxisch waren.
Da die hier dargestellte Partikeltoxizität ohne elektrostatische Deposition vernachlässigbar klein
war, muss ausgeschlossen sein, dass es sich bei der hohen LDH Freisetzung um ein Artefakt, be-
dingt durch die Verwendung des elektrischen Feldes, handelt. Im Abschnitt 3.10 wurde bereits
gezeigt, dass das elektrische Feld per sé keinen Einuss auf die Vitalität der Zellen hat. Es erscheint
zunächst möglich, dass das elektrische Feld in Anwesenheit von Partikeln dennoch zu artizieller
Membranschädigung führen könnte. Zum Beispiel könnten die Partikel im elektrischen Feld als
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Ladungsüberträger fungieren, so dass es zu einem Stromuss durch die Zellen kommen könnte.
Da die elektrische Auadung von Partikeln dieses Größenbereichs in einem elektrischen Feld auf
wenige Elementarladungen pro Partikel limitiert ist (Hinds 2012), kann es hier selbst bei großzü-
gigen Abschätzungen lediglich zu Stromüssen kommen, die viele Größenordnungen unterhalb





Die Holzrauchpartikel enthalten Metalle, die für die Toxizität in Frage kommen. Die Partikeldosis
von etwa 1 µg/cm2 liegt deutlich niedriger als typische Dosen bei denen in Submersstudien von
metallischen Nanopartikel toxische Eekte beobachtet werden (Panas et al. 2013; Semisch et al.
2014). Anhand der chemischen Analyse der Partikel (Abschnitt 3.2) kann nach Formel A.3 eine
Abschätzung der Zellbelastung bezüglich der toxischen Komponenten in der Partikelphase ge-
macht werden. Die Dosen der analysierten Substanzen liegen nach dieser Abschätzung im Bereich
mehrerer pg/cm2 bis weniger ng/cm2 (Tab. A.6).
In ALI Expositionsstudien wurde für die in den Holzverbrennungspartikeln ebenfalls vorkom-
menden Metalle Kupfer (Kim et al. 2013) und Zink (Lenz et al. 2013; Raemy et al. 2012) zwar gezeigt,
dass die Zellen bereits auf niedrigere Dosen reagieren als in Submersstudien, die dafür notwendige
Dosis war aber trotzdem noch um ein vielfaches höher als in den hier beschriebenen Versuchen.
Da für die anderen toxischen Metalle in den Holzpartikeln keine ALI Studien publiziert sind, wurde
mittels Formel A.3 die maximal mögliche intrazelluläre Konzentration der analysierten Substanzen
abgeschätzt. Mit dieser Methode wurden Konzentrationen im teilweise hohen mikromolaren Be-
reich berechnet (Tabelle A.6), für die toxische Eekte nicht ausgeschlossen werden können. Für
diese Abschätzung wurde allerdings der ungünstigste Fall angenommen, das heißt eine quantitative
Aufnahme der Partikel binnen 4 h, sowie die vollständige Akkumulation der enthaltenen Metalle
in den Zellen. Dies scheint bei weitem nicht der Realität zu entsprechen (Semisch et al. 2014), wie
auch die weiter unten diskutierten TEM Ergebnisse verdeutlichen. Daher sind die metallischen
Bestandteile vermutlich nicht alleine für die Partikeltoxizität nach nur 4 h verantwortlich. Dass
die partikelgebundenen Metalle in den Zellen nicht toxisch wirken wird zusätzlich durch die
Transkriptomanalyse gestützt, bei der keine auällige Induktion von durch Metallen regulierbarer
Gene festgestellt werden konnte. Neben Metallen nden sich in Holzverbrennungsemissionen im
Allgemeinen relativ hohe Gehalte an Produkten aus der unvollständigen Verbrennung, darunter
auch toxische PAKs. Tatsächlich war die bioverfügbare Menge von partikelgebundenen PAKs nach
ALI Exposition ausreichend, um in A549 Zellen eine deutliche CYP1A1 Induktion zu bewirken (Abb.
A7). Die CYP1A1 Induktion war vergleichbar zu den Submersuntersuchungen mit Holzverbren-
nungspartikeln, wo jedoch selbst nach 24 h keine Toxizität festgestellt wurde. Außerdem spielt für
die Toxizität von PAKs die metabolische Aktivierung eine wichtige Rolle. Daher ist es angesichts
des kurzen Zeitraums nochmals unwahrscheinlicher, dass PAKs für die partikelinduzierte Toxizität
verantwortlich sind. Die Ursache des Verlusts der Membranintegrität nach 4 h Exposition konnte
nicht abschließend geklärt werden. Neben der möglichen toxischen intrazellulären Konzentra-
tionen können Metalle auch extrazellulär toxisch wirken. Wenn sich Metallsalze aus Partikeln
lösen, könnten unter ALI-Bedingungen an der Zelloberäche lokal hochkonzentrierte Metallionen
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A Bmit Hochspannung ohne Hochspannung
Abbildung 3.14.: TEM Aufnahmen zeigen eine erhöhte Anzahl von Partikeln auf der Zelloberä-
che bei Verwendung von elektrostatischer Deposition. A549 Zellen wurden mit Reinluft (nicht gezeigt)
und 1:10 verdünntem Holzrauchaerosol mit (A) und ohne (B) Verwendung eines elektrischen Felds behandelt.
Nach 4 h wurden die Zellen xiert, auf den Transwellmembranen eingebettet und Mikroschnitte mit dem
TEM analysiert. Es wurden 23 (A) bzw. 30 (B) Zellen aus 2 unabhängigen Versuchen analysiert.
entstehen. Metalle können extrazellulär die Zellmembran schädigen, zum Beispiel durch lokale
ROS Generierung, die zur Oxidation der Membranlipide oder Thiolgruppen in Membranständigen
Proteinen führt (Stohs und Bagchi 1995). Andere toxische Substanzen, die auf der Partikeloberäche
adsorbiert sind, könnten auf ähnliche Weise ebenfalls in hohen Konzentrationen auf die Zellen
wirken, während sie in Submersexperimenten im Zellkulturmedium stark verdünnt werden.
Von A549 Zellen wurden TEM Aufnahmen nach Aerosolbehandlung mit und ohne Hochspannung
erstellt. Die TEM Aufnahmen können verwendet werden, um die Abscheidung der Partikel auf den
Zellen zu untersuchen. Ebenso kann beurteilt werden, ob die Partikel von den Zellen internalisiert
worden sind, wodurch Rückschlüsse auf den Mechanismus hinter der beobachteten Toxizität
möglich sind. Die TEM Aufnahmen zeigen eine höhere Anzahl von abgeschiedenen Partikeln bei
Verwendung des elektrostatischen Feldes (Abb. 3.14A) gegenüber Zellen, die ohne elektrischem
Feld exponiert wurden (Abb. 3.14B). Es wurden aber nicht auf allen analysierten Zellen Partikel
gefunden. Auf den Aufnahmen sind im Zytosol unabhängig von der Behandlung viele punktförmige
Strukturen erkennen, bei diesen wurde mit höherer Vergrößerung veriziert dass es sich nicht
um Partikel handelt. Bei den Zellen, die im elektrischen Feld behandelt wurden, konnten auf 14
von 23 untersuchten Zellen Partikel gefunden werden, ohne elektrischem Feld dagegen lediglich
auf 2 von 30 untersuchten Zellen. Somit kann auch auf Zellebene die verstärkte Deposition in
Anwesenheit eines elektrischen Felds belegt werden. Abschätzungen der deponierten Partikel pro
Zelle (siehe oben) ergaben Werte von 800 - 940 (ohne Hochspannung) und 3200 - 3700 Partikeln pro
Zelle (mit Hochspannung). Dass auf den TEM Aufnahmen dennoch nur wenige Partikel zu sehen
sind erklärt sich durch die Dicke der Zellquerschnitte, die lediglich 70 nm beträgt, während sich
adhärente A549 Zellen über einige µm erstrecken. Außerdem umfasst die Aufarbeitung der Proben
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eine Vielzahl von Waschschritten bei denen Partikel, aber auch ganze Zellen, weg gewaschen
werden können. Ferner konnten in keiner der analysierten Zellen internalisierte Partikel gefunden
werden. Dies ist ein wichtiges Ergebnis zur Beurteilung der partikelbedingten Toxizität, denn eine
Aufnahme der Partikel in die Zellen scheint dafür nicht ausschlaggebend zu sein. Dennoch kann
eine Partikelaufnahme nicht vollständig ausgeschlossen werden, denn durch die Waschschritte
beim Prozessieren der TEM-Proben könnten eben genau die geschädigten Zellen präferentiell weg
gewaschen worden sein.
Nachdem in den Untersuchungen ohne Verwendung der elektrostatischen Deposition keine
toxischen Wirkungen des Aerosols festgestellt wurden, aber bei einer hohen, unrealistischen
Dosis ein Verlust der Membranintegrität eintrat, wurden im folgenden unter den nicht toxischen
Bedingungen mit Hilfe einer genomweiten Transkriptionsanalyse die Wirkungen des Holzrauchs
genauer untersucht.
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3.3.3. Die Gasphase des Holzrauchaerosols ist maßgeblich für die globale
Genregulation
Eine Transkriptomanalyse mittels Next Generation Sequencing (RNA-Seq) wurde durchgeführt,
um die Veränderungen der genomweiten Genexpression nach Holzrauchbehandlung zu unter-
suchen. RNA-Seq ist eine unvoreingenommene Methode, das heißt es ndet keine Vorauswahl
der analysierten Gene statt (Wang et al. 2009). Auf diese Weise können auch bisher unbekann-
te Wirkmechanismen des Verbrennungsaerosols identiziert werden. Die RNA-Sequenzierung
wurde mit beiden Zelllinien, A549 und BEAS-2B, nach 4 h Behandlung mit Reinluft, der parti-
kelgelterten Gasphase und dem kompletten Aerosol durchgeführt. Proben mit Verwendung des
elektrischen Feldes wurden nicht sequenziert, da die zuvor beschriebene hohe Zytotoxizität zu
indirekten oder unspezischen Genexpressionsänderungen führen könnte. RNA-Seq liefert für
jede analysierte Probe ein Maß für die Häugkeit der vorhandenen mRNA Transkripte. Durch
Vergleich der Häugkeit aller quantizierten Gentranskripte, die aus unterschiedlich behandelten
Zellen isoliert wurden, kann der Einuss der jeweiligen Behandlung auf die relative Genexpression
zwischen beiden Bedingungen ermittelt werden. Abbildung 3.15 A-C zeigt die unterschiedliche
Genexpression der drei möglichen Vergleichsbedingungen Reinluft, Gasphase und Aerosol in A549
Zellen. In den Abbildungen entspricht jeder Datenpunkt einem RNA Transkript, mit der Stärke
der Genregulation (als log2-fache Änderung) und dem Signikanzwert (als -log10 p-Wert) der
ermittelten Genregulation. Ein Transkript wurde als signikant reguliert erachtet, wenn es die
Auswahlkriterien von -log10 p-Wert < 0.001 und |log2-fache Genregulation| > 1 erfüllt (in der Abbil-
dung blau eingefärbt). Durch die vierstündige Behandlung mit dem Aerosol der Holzverbrennung
waren über 2000 Gentranskripte signikant reguliert (Abb. 3.15A).
Außerordentlich überraschend war das Ergebnis des Vergleichs Gasphase gegen Reinluft
(Abb. 3.15B), denn das Ausmaß der Genregulation durch die Gasphase und durch das komplette
Aerosol stimmt weitestgehend überein. Eine Korrelationsanalyse bestätigte zusätzlich, dass auch
die Identität der regulierten Gene durch Aerosol und Gasphase in großem Maße übereinstimmt
(Abb. 3.15D). Dementsprechend identizierte der Vergleich des kompletten Aerosols mit der Gas-
phase (Abb. 3.15C) fast keine regulierten Gene. Lediglich zwei Gene genügen den oben genannten
Auswahlkriterien: CYP1A1 und CYP1B1, klassische Markergene für PAKs, die erwartungsgemäß
partikelgebunden im Aerosol vorkommen. Die Genexpression von CYP1A1 wurde exemplarisch
mittels quantitativer RT-PCR bestätigt (Abb. A7). Ferner wurde eine verstärkte Induzierbarkeit
festgestellt, wenn im elektrischen Feld die partikuläre Dosis erhöht wurde. Dies unterstreicht die
partikelabhängigkeit der PAK-responsiven Genexpression. IL-8 wurde ebenfalls analysiert und
war bei Verwendung der Hochspannungsdeposition signikant erhöht. Vermutlich ließen sich
mittels RNA-Seq in Zellen, die unter Verwendung der Hochspannung exponiert wurden, deutlichere
partikelspezische Eekte ermitteln. Diese Proben wurden aber aufgrund der bereits unrealistisch
hohen Dosis und eintretender Toxizität nicht sequenziert.
Die Ezienz der zur Entfernung der Partikel verwendeten Filter wurde mit dem SMPS überprüft.
Die Partikelkonzentration des gelterten Aerosols lag dabei unter dem Niveau der gelterten
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Umgebungsluft, so dass ausgeschlossen werden kann, dass die ähnliche Genregulation zwischen
Aerosol und Gasphasenbehandlung auf eine unzureichende Filterwirkung zurückzuführen ist
(Daten nicht gezeigt).
Die Transkriptomanalyse von BEAS-2B Zellen zeigt für die untersuchten Konditionen das gleiche



















Abbildung 3.15.: Die Gasphase des Holzrauchaerosols ist maßgeblich für die globale Genregula-
tion in A549 Zellen. A549 Zellen wurden im ALI System 4h mit Reinluft, geltertem Aerosol aus der
Buchenholzverbrennung (Gasphase) oder komplettem Aerosol (Aerosol) exponiert. Mittels Next-Generation-
Sequencing wurden die Unterschiede der Genexpression in Abhängigkeit der drei Bedingungen untersucht
(A-C). Analysiert wurden 3 (Reinluft) bzw 2 (Gasphase, Aerosol) Versuchswiederholungen mit je einer Probe
pro Bedingung, erhalten durch Vereinigung gleicher Anteile aus 3 Replikaten. Aufgetragen ist der negativ
logarithmische Signikanzwert einer Genexpressionsänderung (-log10 p-Wert) über die logarithmische
Stärke der Genexpressionsänderung (log2-fache Genregulierung) für die drei Vergleichsbedingungen Ae-
rosol gegen Reinluft (A), Gasphase gegen Reinluft (B), Aerosol gegen Gasphase (C). Gentranskripte, die
den Auswahlkriterien von -log10 p-Wert <0.001 und |log2-fache Genregulierung| > 1 genügen, sind in blau
dargestellt. (D) Abstandsmatrix der sequenzierten Proben. Rote Farbtöne bedeuten eine hohe Ähnlichkeit
der Proben, helle Farbtöne stehen für große Unterschiede zwischen den Proben.
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Abbildung 3.16.: Die Gasphase des Holzrauchaerosols ist maßgeblich für die globale Genregula-
tion in BEAS-2B Zellen. BEAS-2B Zellen wurden im ALI-System 4 h mit Reinluft, geltertem Aerosol
aus der Buchenholzverbrennung (Gasphase) oder komplettem Aerosol (Aerosol) exponiert. Mittels Next-
Generation-Sequencing wurden die Unterschiede der Genexpression in Abhängigkeit der drei Bedingungen
untersucht (A-C). Analysiert wurden 3 (Reinluft) bzw. 2 (Gasphase, Aerosol) Versuchswiederholungen mit
je einer Probe pro Bedingung, erhalten durch Vereinigung gleicher Anteile aus 3 Replikaten. Aufgetragen ist
der negativ logarithmische Signikanzwert einer Genexpressionsänderung (-log10 p-Wert) über die logarith-
mische Stärke der Genexpressionsänderung (log2-fache Genregulierung) für die drei Vergleichsbedingungen
Aerosol gegen Reinluft (A), Gasphase gegen Reinluft (B), Aerosol gegen Gasphase (C). Gentranskripte, die
den Auswahlkriterien von -log10 p-Wert <0.001 und |log2-fache Genregulierung| > 1 genügen, sind in blau
dargestellt. (D) Abstandsmatrix der sequenzierten Proben. Rote Farbtöne bedeuten eine hohe Ähnlichkeit
der Proben, helle Farbtöne stehen für große Unterschiede zwischen den Proben.
Aerosol (Abb. 3.16A), gleichermaßen wie die Gasphase (Abb. 3.16B), die signikante Änderung
einer großen Anzahl an Genen. Der Vergleich der Wirkungen des Aerosols gegenüber der Gasphase,
also die Wirkungen der partikulären Phase, zeigte in BEAS-2B sogar kein einziges signikant
unterschiedlich exprimiertes Gen an. Obwohl in A549 Zellen die beiden Gene CYP1A1 und CYP1B1
deutlich durch die Partikel induziert wurden, sorgte in BEAS-2B Zellen die Partikelphase nicht zu
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einer Veränderung dieser Gene. Auf die Induzierbarkeit von CYP1A1 und -1B1 wird beim direkten
Vergleich der beiden Zelllinien auf S. 65 gesondert eingegangen. Auch die Korrelationsanalyse zeigt
im Fall der BEAS-2B Zellen eine sehr hohe Ähnlichkeit der mit Aerosol und Gasphase behandelten
Proben (Abb. 3.16D). Dies verdeutlicht, dass auch in BEAS-2B weitestgehend dieselben Gene nach
Aerosol und Gasphasenbehandlung in vergleichbarer Stärke reguliert sind. Insgesamt zeigen die
Ergebnisse der Transkriptomanalyse in beiden Zelllinien sehr deutlich, dass die Komponenten der
Gasphase maßgeblich für die durch Holzrauch induzierten Eekte auf transkriptioneller Ebene sind.
Dieses Ergebnis ist konträr zur vorherrschenden Annahme, die Partikelfraktion sei für die gesund-
heitlichen Wirkungen von Verbrennungsaerosolen verantwortlich. Die Vernachlässigung möglicher
schädlicher Wirkungen der Gasphase zeigt sich auch am Versuchsdesign der meisten ALI-Studien,
die sich mit Verbrennungsaerosolen beschäftigen, welches in der Regel keine Dierenzierung
zwischen Aerosol und Gasphaseneekten vorsieht. So wurde auch in den bisher veröentlichten
ALI-Untersuchungen von Holzrauchemissionen, lediglich das komplette Aerosol auf Zellkulturen
geleitet, weshalb keine Aussage über den Beitrag der Gasphase gemacht werden kann (Hawley und
Volckens 2013; Künzi et al. 2013). Für andere Verbrennungsaerosole wurde vereinzelt der Beitrag der
Gasphase untersucht. Zwei Studien, die die Wirkungen von Dieselabgasen unter ALI-Bedingungen
untersuchen, führen die akute Toxizität (Knebel et al. 2002) bzw. die Erhöhung von Entzündungs-
markern (Holder et al. 2007) zumindest teilweise auf die Gasphase zurück. Azzopardi et al. (2015)
konnten zeigen, dass die akute Toxizität von Zigarettenrauch zu 90% auf Bestandteile in der Dampf-
phase zurückgeht. Die Ergebnisse der hier beschriebenen Transkriptomanalyse zeigten hingegen,
dass es im Fall der Behandlung mit Holzverbrennungsaerosol nicht nur einzelne Endpunkte sind,
die durch die Gasphase moduliert werden, sondern nahezu die komplette dierentielle Genregula-
tion. Ergebnisse gemeinsamer Experimente mit Kooperationspartnern zeigten mit einem anderen
unvoreingenommenen Ansatz, einer Metabolomanalyse, bei Untersuchung der Emissionen eines
Schisdieselmotors ebenfalls einen starken Einuss der Gasphase, wenn auch weniger prägnant
als in den in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen (Sapcariu et al. 2016).
3.3.4. Vergleich der dierentiellen Genexpression zwischen A549 und BEAS-2B
Zellen
Die Genregulation in A549 (Abb. 3.15A-C) und BEAS-2B (Abb. 3.16A-C) sieht qualitativ ähnlich
aus. Um zu prüfen, ob auch die Identität der Gene und die Stärke ihrer Regulation vergleichbar
ist, wurde die Genregulation der einzelnen Gene in A549 und BEAS-2B miteinander verglichen
(Abb. 3.17). Abbildung 3.17A zeigt für alle modulierten Transkripte die Veränderung der Expres-
sion nach Holzrauchbehandlung in A549, aufgetragen gegen die Änderung der Expression in
BEAS-2B. Erstaunlicherweise zeigen die beiden Zelllinien eine sehr gute Übereinstimmung (R
2
=
0.89). Das gilt ebenfalls für die Genregulation in Folge der Behandlung mit der partikelgelterten
Gasphase (R
2
= 0.92). Insgesamt ist die Genregulation in A549 und BEAS-2B Zellen nach Behand-
lung mit beiden Fraktionen des Holzverbrennungsaerosols also in großem Maße vergleichbar
und nur wenige Gene sind in den beiden Zelllinien unterschiedlich reguliert. In Abbildung 3.17
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Abbildung 3.17.: Die globale Genregulation zwischen A549 und BEAS-2B nach Holzrauchbehand-
lung ist weitgehend vergleichbar. Gezeigt ist die Korrelation aller regulierten Gene in A549 und BEAS-2B
Zellen nach 4 h Behandlung mit Holzrauchaerosol A oder –gasphase B. Datengrundlage sind alle Gene, die
in beiden Zelllinien in mindestens einem der beiden Vergleiche „Aerosol gegen Reinluft“ oder „Gasphase
gegen Reinluft“ signikant mit p<0.05 reguliert waren. Markiert sind Gene, die in beiden Zelllinien deutlich
unterschiedlich (∆ log2-fache Änderung > 2, grün) oder gegensätzlich (∆ log2-fache Änderung in gegensätz-
licher Richtung > 2, orange) reguliert sind. R2 = Pearson Korrelationskoezient. In den Heatmaps ist die
log2-fache Änderung der Top 30 der gegensätzlich (C, orange hinterlegt) unterschiedlich stark regulierten
Gene (D, grün hinterlegt) in Form des Zahlenwerts und einer Farbkodierung abgebildet.
A,B sind alle orange eingefärbten Gene in A549 und BEAS-2B gegensätzlich reguliert. Eine Liste
der am stärksten gegensätzlich regulierten Gene ist in Abbildung 3.17C in Form einer Heatmap
abgebildet. Auallend ist die unterschiedliche Regulierung der Gene CYP1A1 und CYP1B1. Diese
Gene waren in A549 Zellen die einzigen, deren Expression durch die Partikelphase signikant
verändert wurde. In BEAS-2B Zellen hatten die Partikel dagegen keinen feststellbaren Einuss auf
diese Gene. Garcia-Canton et al. (2013) zeigten, dass BEAS-2B Zellen nach Stimulierung mit dem
AhR Liganden TCDD über eine schwächere Induzierbarkeit von CYP1A1 und -1B1 verfügen als
A549 Zellen. Auch in den Lungen von Rauchern kann in den größeren Bronchien keine CYP1A1
Expression mehr festgestellt werden (Hukkanen et al. 2002), weshalb möglicherweise eine generell
niedrigere Induzierbarkeit von CYP1A1 in den Bronchien die zelllinienspezischen Unterschiede
erklärt.
Interessant ist ebenfalls, dass in beiden Zelllinien die Gasphase des Aerosols im Vergleich zur
Reinluftbehandlung eine Reprimierung von CYP1A1 und -1B1 bewirkt. Ke et al. (2001) konnten
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zeigen, dass bereits die Überexpression von RelA, einer NF-κB Untereinheit, ausreicht um die
CYP1A1 Expression zu supprimieren. Tatsächlich war RelA in beiden Zelllinien nach Gaspha-
senbehandlung stark erhöht (A549: 1.7-fach; BEAS-2B: 1.9-fach), was eine mögliche Erklärung
der CYP1A1 Reprimierung in Abwesenheit von Partikeln darstellt. Obwohl die dierentielle Gen-
regulation zwischen A549 und BEAS-2B insgesamt recht ähnlich war, gibt es also Unterschiede
zwischen den Zelllinien. Daher wurden speziell die unterschiedlich stark bzw. gegensätzlich re-
gulierten Gene eingehender analysiert. Obwohl in der unvoreingenommenen GO-Term Analyse
(Tabelle A.9), die im nächsten Abschnitt besprochen wird, die Regulation inammatorischer Gene
in beiden Zelllinien im Vergleich zur globalen Genregulation nicht auallend erhöht war, scheinen
bei näherer Betrachtung einzelner ausgewählter Gene inammatorische Signalwege in BEAS-2B
Zellen sensitiver auf die Holzverbrennungsgase zu reagieren als in A549 Zellen. TNFRSF1, ein
TNF-Rezeptor, und IL24, ein pro-apoptotisches Zytokin, sind beide im Stande NF-κB zu aktivieren,
und waren nach Gasphasenbehandlung in BEAS-2B induziert, während sie in A549 reprimiert bzw.
unverändert waren (Abb. 3.17C). Ein ähnliches Bild zeigt sich auch beim Blick auf die insgesamt
am stärksten regulierten Gene in den beiden Zelllinien (Tabelle A.7 und A.8). Hier nden sich
bei BEAS-2B, im Gegensatz zu den A549 Zellen, mehrere inammatorische Zytokine (IL6, IL24,
IL8) unter den induzierten Transkripten. Aufgrund der insgesamt sehr hohen Zahl dierentiell
regulierter Gene darf dieser Unterschied aber nicht überinterpretiert werden, denn viele der in
BEAS-2B stark regulierten Transkripte sind ebenfalls in A549 stark unterschiedlich reguliert und
lediglich aufgrund der Limitierung auf 100 Einträge nicht in der Tabelle aufgeführt. Im Fall der
inammatorischen Zytokine ist aber dennoch ein klarer Unterschied zwischen den Zelllinien zu
erkennen (siehe hierzu neben IL24 auch die Genexpression von IL6 und CCL24 in Abbildung A9, S.
172).
Ferner fällt in der Liste der zwischen A549 und BEAS-2B gegensätzlich regulierten Gene auf,
dass sich mehrere Gene nden, die bei der Zelldierenzierung und –Motilität eine Rolle spielen
(CLDN11, ENG, GLI1, RADIL, ESAM, NRG1). Eines der am deutlichsten gegensätzlich regulierten
Gene ist CDKN1C, das den CDK Inhibitor p57/Kip2 kodiert. BEAS-2B Zellen sind durch Infektion
mit dem Ad12-SV40-Hybridvirus immortalisiert worden, welcher mit der Zellzykluskontrolle
interferiert und so möglicherweise die unterschiedliche Regulation von p57 bedingt. Dennoch
waren im allgemeinen zellzyklus-assozierte Gene in den beiden Zelllinen vergleichbar reguliert
(Abb. A8). In BEAS-2B bewirkt die Holzrauchbehandlung also eventuell stärkere entzündliche
Prozesse bzw. eine stärkere Wirkung auf Dierenzierung und Motilität. Ob es sich hierbei um
zelllinienspezische Eekte handelt, oder ein genereller Unterschied zwischen Bronchien und
Alveolen besteht, sollte in zukünftigen Studien adressiert werden.
Neben den Genen, die in A549 und BEAS-2B gegensätzlich reguliert sind, könnten auch die Gene
interessant sein, die in den beiden Zelllinien stark unterschiedlich reguliert sind. Ein Gen wurde als
unterschiedlich reguliert deniert, wenn die log2-fache Genexpression beim Vergleich der Aerosol-
oder Gasphasenbehandlung mit der Reinluft zwischen A549 und BEAS-2B sich um mindestens den
Faktor zwei unterschied. Nur wenige Gene erfüllen dieses Kriterium (Abb. 3.17A,B). Betrachtet
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man die Heatmap der am stärksten unterschiedlich regulierten Gene (Abb. 3.17D) fällt auf, dass
die Unterschiede meistens durch sehr hohe Werte in den A549 Zellen zustande kommen. Unter
den betroenen Genen nden sich EGR2 und -3, Vertreter der „early growth response“-Familie,
die in A549 zu den am stärksten induzierten Transkripten überhaupt gehören (Tabelle A.7). EGR2
und -3 sind Transkriptionsfaktoren, die von verschiedenen Stimuli, darunter Wachstumsfaktoren,
Zytokine und Hypoxie, induziert werden und die Expression einer Vielzahl von Genen verschie-
dener Funktionen steuern. Besonders interessant im Kontext der Inhalationstoxikologie ist dabei
die wichtige Rolle der EGR-Familie bei der Entstehung von Fibrose (Bhattacharyya et al. 2011).
Ferner wurde in Lymphozyten gezeigt, dass EGR2 und -3 eine wichtige Rolle in der Regulation
der Entzündungsreaktion spielen und unter anderem die Expression von SOCS1 (suppressor of
cytokine signaling 1) stimulierten (Li et al. 2012). SOCS1 zählt ebenfalls zu den Transkripten, die in
A549 erheblich stärker reguliert waren als in BEAS-2B Zellen und ist, wie der Name suggeriert,
ein negativer Regulator der Signaltransduktion inammatorischer Zytokine. SOCS1 kann von
verschiedenen Zytokinen aber auch auf transkriptioneller Ebene induziert werden, weshalb es
einen negativen Feedback Mechanismus für die inammatorische Antwort darstellt (Davey et al.
2006). SOCS1, EGR2 und -3 waren alle in vergleichbarem Ausmaß in A549 stärker induziert als
in BEAS-2B. Ob zwischen der Regulierung dieser Gene nach Holzrauchbehandlung ein direkter
funktionaler Zusammenhang besteht, kann allein auf Grundlage der mRNA-Sequenzierung aber
nicht festgestellt werden. Weitere toxikologisch relevante Gene, die in den untersuchten Zelllinien
deutlich unterschiedlich reguliert waren, sind DUSP2, GADD45G sowie HSPA6 und -7. DUSP2
(dual specic phophatase 2) gehört zu einer Familie von Phosphatasen, die ebenfalls via eines
Feedback Mechanismus die Signaltransduktion der MAP-Kinasen modulieren, wobei DUSP2 prä-
ferentiell p-ERK und p-p38 dephosphoryliert (Owens und Keyse 2007). Die Familie der „Growth
arrest and DNA-damage inducible“ Proteine, der GADD45G angehört, können ebenfalls durch
MAP-Kinasen aktiviert werden und inhibieren durch Interaktion mit Cyclin B1 die G2/M Zellzy-
klusprogression (Liebermann und Homan 2008). HSPA6 und -7 kodieren weitgehend homologe
Hitzeschockproteine der HSP70-Familie, die durch verschiedene Formen von zellulärem Stress
induziert werden (Morimoto 1998; Tavaria et al. 1996).
Inwieweit die unterschiedlich starke Regulation der einzelnen Gene sich tatsächlich in einer
veränderten Wirkung des Aerosols in A549 und BEAS-2B äußert ist allerdings unklar und müsste
in weiteren Studien überprüft werden. Außerdem ist die Anzahl der gegensätzlich und deutlich
unterschiedlich regulierten Gene (jeweils etwa 100) im Verhältnis zur Gesamtmenge der die-
rentiell regulierten Gene (etwa 2000 - 3700) außerordentlich gering. Wie oben bereits diskutiert,
ist die globale transkriptionelle Antwort in beiden Zelltypen sehr ähnlich. Insgesamt wurden bei
der Transkriptomanalyse in beiden Zelllinien rund 34 000 unterschiedliche Transkripte detek-
tiert. Diese Zahl entspricht aber nicht der Gesamtheit aller exprimierten Transkripte, da wenig
abundante Transkripte aufgrund der limitierenden Sequenzierungstiefe nicht detektiert worden
sein könnten. Ebenfalls sind die analysierten Gentranskripte nicht gleichzusetzen mit den rund 20
000 proteinkodierenden Genen, sondern beinhalten ebenfalls Spleissvarianten, Pseudogene sowie
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nicht kodierende mRNA Transkripte. Dennoch stellen die, je nach verglichenen Bedingungen
2000 – 3700, signikant regulierten Transkripte eine enorm hohe Zahl dar. Zum Verständnis von
Wirkmechanismen und Signalwegen, die durch Aerosolexposition reguliert werden, reicht daher
eine manuelle Analyse aller dierentiell exprimierter Transkripte nicht mehr aus. Hierzu wird eine
unvoreingenommene Interpretation durch bioinformatische Werkzeuge, wie der GO-Term Analyse
verwendet.
3.3.5. GO-Term Analyse
Die GO-Term Analyse identiziert aus der Vielzahl der modulierten Gene die am stärksten be-
einussten zellulären Prozesse. Das GO (Gene Ontology) Konsortium stellt eine manuell kurierte
Datenbank zur Verfügung, in der Gene jenen zellulären Prozessen zugeordnet werden, bei deren
Regulation sie beteiligt sind, den sogenannten GO-Termen. Die GO-Term Analyse überprüft, ob
von den dierentiell regulierten Genen aus der mRNA-Sequenzierung, bestimmten GO-Termen
überdurchschnittlich viele Vertreter zugeordnet werden können (Huang et al. 2009).
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Abbildung 3.18.: GO-TermAnreicherungsanalyse zur Identizierung der beeinträchtigten zellulä-
ren Prozesse durch die Gasphase des Holzrauchaerosols. Gezeigt ist eine Auswahl der angereicherten
GO-Terme basierend auf den regulierten Genen des Vergleichs Gasphase gegen Reinluft in A549 (Abb. 3.15B)
und BEAS-2B (Abb. 3.16B) mit p<0.001. Dargestellt ist jeweils der prozentuale Anteil regulierter Gene von
allen detektierten Genen des angereicherten Terms sowie der Signikanzwert der Anreicherung. GO-Terme
ohne Angabe des prozentualen Anteils regulierter Gene waren nicht signikant erhöht (p>0.01, n.s.). Die in
Klammern angegebenen Abbildungen enthalten eine detaillierte Analyse der jeweiligen GO-Terme.
Auf diese Weise wurde eine Anreicherung von Genen gefunden, die bei DNA-Schadensantwort,
Zellzyklusregulation, MAP-Kinasen Signaltransduktion, Apoptose und Energiestowechsel eine
Rolle spielen (Abb. 3.18).
In der Abbildung sind ausgewählte GO-Terme dargestellt, für die jeweils der prozentuale Anteil
der dierentiell regulierten Transkripte von allen Transkripten eines GO-Terms angegeben ist. Als
Hintergrund, dem sogenannten „gene universe“, dienten dabei alle Transkripte, die in der Sequen-
zierungsanalyse detektiert worden sind. Zusätzlich ist der Signikanzwert (p-Wert) der gefundenen
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Anreicherung angegeben. Eine ausführliche Liste der angereicherten GO-Terme bendet sich in
Tabelle A.9.
In der GO-Datenbank sind Gene lediglich qualitativ den GO-Termen zugeordnet, daher be-
rücksichtigt die GO-Analyse nicht, wie stark und in welche Richtung die Transkripte moduliert
wurden. Das heißt ein Gen, das einem zellulären Prozess zugeordnet ist, aber nur eine geringe
Rolle spielt, hat in der GO-Analyse das gleiche Gewicht wie ein Gen mit einer Schlüsselrolle im
entsprechenden Prozess. Ob sich die Genexpressionsänderung eines individuellen Gens begünsti-
gend oder reprimierend auf den GO-Term auswirkt, wird in der GO-Term Analyse ebenfalls nicht
berücksichtigt. Außerdem sind Gene in der Regel mit mehreren GO-Termen verknüpft und obwohl
es sich um eine von Experten kurierte Datenbank handelt, sind manche Genklassizierungen
kritisierbar oder gut untersuchte Funktionen eines Gens nicht berücksichtigt. Aus diesen Gründen
sollte die GO-Analyse zunächst lediglich als Mittel zur Hypothesengenerierung betrachtet werden
und die identizierten Prozesse anschließend veriziert werden (Yon Rhee et al. 2008). Als erster
Schritt dieser kritischen Überprüfung wurde die dierentielle Regulierung der einzelnen Gene,
die mit den GO-Termen verknüpft sind, hinsichtlich ihrer Bedeutung für den durch den GO-Term
beschriebenen Prozess genauer betrachtet. Hierfür wurden für ausgewählte GO-Terme die 10 am
stärksten dierentiell regulierten Transkripte der Vergleichsbedingungen Aerosol gegen Reinluft
und Gasphase gegen Reinluft in Form einer Heatmap dargestellt. Diese Genliste wurde zusätzlich
manuell durch weitere Gene ergänzt, falls sich für die Interpretation wichtige Gene nicht unter
den 10 am stärksten regulierten Transkripten befanden oder schlichtweg in der Datenbank dem
GO-Term nicht zugeordnet waren (markiert mit „*“).
3.3.5.1. Genexpression der DNA-Schadensantwort
Unter den Genen der angereicherten GO-Terme der allgemeinen DNA-Schadensantwort (GO:-
0006974, GO:0006281) benden sich Gene, die Proteine verschiedener DNA-Schadenserkennungs-
und Reparaturprozesse kodieren (Abb. 3.19A). Mehrere Glykosylasen, die im Zuge der Basenexzis-
sionsreparatur (BER) geschädigte DNA-Basen entfernen, wurden durch die Holzrauchgasphase
induziert: MPG (DNA-3-Methyladenin Glykosylase) und UNG (Uracil-DNA Glykosylase) sind
bekannte Glykosylasen mit Spezität für methylierte Purinbasen bzw. Uracil, das durch Fehleinbau
oder Deaminierung von Cytosin entsteht. Ebenso positiv reguliert waren OGG1 (8-Oxoguanin
Glykosylase) und NTHL1 (Endonuclease III-like protein 1), die beide vorwiegend oxidierte Basen
entfernen (Christmann und Kaina 2013; Krokan und Bjoras 2013). XRCC1 (X-ray repair cross-
complementing protein-1) wird bei der BER benötigt, um nach Einsetzen der neuen Nukleobase
den DNA-Strang wieder zu ligieren, spielt aber auch bei der Nukleotidexzissionsreparatur (NER)
und Einzelstrangbruchreparatur (SSBR) eine Rolle. Die genannten Glykoslyasen und XRCC1 sind
auch tatsächlich dafür bekannt, durch verschiedene BER-qualizierende Basenschädigungen tran-
skriptionell induziert zu werden, wenngleich für die tatsächliche BER Aktivität post-translationale
Proteinmodikationen ausschlaggsebender sind (Christmann und Kaina 2013).
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Abbildung 3.19.: Detailanalyse der mit DNA-Schädigung assozierten regulierten Gene. Gezeigt ist
die log2-fache Genregulierung, hervorgerufen durch Behandlung von A549 und BEAS-2B Zellen mit Holz-
rauchaerosol und -gasphase in Form des Zahlenwerts und einer Farbkodierung. Die Auswahl der Gene
basierte auf einer Kombination von manueller Selektion bekannter Reparaturgene (markiert mit „*“) sowie
den am stärksten regulierten Genen aus allgemeinen GO-Termen der DNA-Schadensantwort (GO:0006974,
GO:0006281) (A) bzw. den 10 stärksten regulierten Gene des stärker abgegrenzten GO-Terms „Nukleotidex-
zisionsreparatur“ (GO:0006289) (B).
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Ebenfalls waren einige bei der Doppelstrangbruchreparatur beteiligte Gentranskripte durch
die Holzrauchbehandlung dierentiell reguliert. ATM (ataxia-telangiectasia mutated) und PRKDC
(katalytische Untereinheit der DNA-PK) sind Sensoren für Doppelstrangbrüche und leiten deren
Reparatur über homologe Rekombination (HR) respektive non-homologous end-joining (NHEJ)
ein. Zwar wurde sowohl ATM als auch PRKDC durch die Gasphasenbehandlung reprimiert, dies
schließt aber nicht die Aktivierung von ATM und DNA-PK im Zuge einer DSB-Erkennung aus, da
diese Proteine hauptsächlich posttranslational reguliert werden (Thompson 2012).
TP53BP1 (tumor protein p53 binding protein 1), moderat reprimiert, konkurriert an DSB mit
BRCA1 (siehe unten) und beeinusst hierbei die Wahl des Reparaturweges zugunsten von NHEJ
(Chapman et al. 2012). RAD50 und -51, waren in unterschiedliche Richtungen und dabei auch nur
gemäßigt reguliert. RAD50 spielt, als Bestandteil des MRN-Komplexes (bestehend aus MRE11,
RAD50, NBS1), eine wichtige Rolle bei der Prozessierung von DSB um sie für die Reparatur via
HR vorzubereiten. RAD51 ist eine Rekombinase und für den Einbau des homologen DNA-Strangs
während der HR verantwortlich (Chapman et al. 2012). Über die transkriptionelle Regulierung
von RAD50 und RAD51 ist wenig bekannt. Arias-Lopez et al. (2006) zeigten allerdings, dass die
Genexpression von Rad51 durch Stabilisierung von p53 nach Behandlung mit Gentoxinen ver-
mindert sein kann. BRCA1 und BRCA2 (breast cancer susceptibility gene 1 und 2) sind bekannte
Tumorsuppressorgene, die in Brustkrebstumoren häug mutiert vorliegen. BRCA2 ist essentieller
Partner für die Funktion von RAD51 bei der HR (Yoshida und Miki 2004). Wie BRCA2, war auch
BRCA1 in beiden Zelllinien durch die Holzrauchbehandlung reprimiert. BRCA1 wird ebenfalls für
den korrekten Ablauf der HR benötigt, es übernimmt aber vorrangig regulatorische Funktionen,
z.B. reguliert es die Aktivität des MRN-Komplexes und tritt bei der Entscheidungsndung zwischen
NHEJ und HR in Konkurrenz mit 53BP1 und begünstigt so die Einleitung von HR (Chapman
et al. 2012). Neben der Interaktion mit Proteinen, fungiert BRCA1 auch als Transkriptionsfaktor,
z.B. für GADD45A, welches durch die Holzrauchbehandlung deutlich induziert wurde. Zwar war
die BRCA1-Genexpression reprimiert, aber auch hier gilt, dass seine Aktivität posttranslational
gesteuert wird, unter anderem mittels Phosphorylierung durch ATM (Christmann und Kaina 2013).
Unter den Transkripten der angereicherten GO-Terme bendet sich aber auch eine Reihe von
Genen, die zwar indirekt durch DNA-Schädigungen moduliert werden, aber keine hohe Spezität
für diese Signalkaskade haben (ZMAT3, JMY, XIAP, APC, PPP1R15A).
Neben den deutlich angereicherten GO-Termen der allgemeinen DNA-Schadensantwort, ergab
die GO-Analyse auch eine weniger signikante Anreicherung von Genen, die der Nukleotidexzissi-
onsreparatur (NER) zugeordnet sind. In der Heatmap der am stärksten unterschiedlich exprimierten
Transkripte dieses GO-Terms (Abb. 3.19B) benden sich unter den modulierten Transkripten die
ERCC-Proteine (Excision Repair Cross-Complementation Group) 1, 2 und 4. ERCC2 (auch bekannt
als XPD) ist eine Helicase, die dafür sorgt, dass die DNA an der Stelle der Schädigung entwunden
und für Endonukleasen zugänglich wird. ERCC1 und ERCC4 (XPF) vollziehen bei der NER gemein-
sam den Schnitt auf der 5‘-Seite des geschädigten DNA-Strangs. Die Neusynthese des entfernten
DNA-Abschnittes übernehmen Polymerase δ und η (Christmann und Kaina 2013), deren katalyti-
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sche Untereinheiten (POLD2, POLE2) ebenfalls zu den stärksten regulierten Transkripten dieses
GO-Terms zählen. Das deutlich reprimierte Transkript REV3L, kodiert die katalytische Untereinheit
von Polymerase ζ, welche dagegen primär für die Transläsions-Synthese bei nicht erfolgter oder
nicht möglicher Exzisionsreparatur verantwortlich ist (Wood und Shivji 1997). Von vielen NER-
Proteinen ist bekannt, dass sie in Folge verschiedener NER qualizierender DNA-Schädigungen
transkriptionell induziert werden (Christmann und Kaina 2013). Tatsächlich waren die bisher
beschriebenen Transkripte auch mehrheitlich durch die Gasphasenkomponenten der Holzver-
brennung induziert. Trotzdem ist die Anreicherung dieses GO-Terms ein gutes Beispiel, weshalb
einer GO-Anreicherungsanalyse nicht ohne genauere Überprüfung der Ergebnisse vertraut werden
sollte, denn die restlichen Transkripte aus Abbildung 3.19B sind schlechte Indikatoren für die NER
Aktivität, denn sie spielen nur eine sehr indirekte Rolle (CCNH, SLX4) oder sind besser den zuvor
diskutierten Reparaturmechanismen zuzuordnen (NTHL1, OGG1, BRCA2). Transkriptionsprole
sind prinzipiell geeignet um die zelluläre DNA-Schadensantwort zu kategorisieren (Caiment et al.
2014; Peng et al. 2014). Es muss aber auch festgestellt werden, dass die Anreicherung von GO-
Termen der DNA-Schadenserkennung und -reparatur durchaus auch auf Transkripten beruht, deren
Regulation allein auf transkriptioneller Ebene nicht indikativ für diese Prozesse ist. Da sich unter
den unterschiedlich exprimierten Transkripten dennoch einige benden, deren transkriptionelle
Modulation in direktem Zusammenhang mit der Reparatur von Einzel- und Doppelstrangbrüchen
steht, kann aber trotzdem davon ausgegangen werden, dass durch die Gasphasenkomponenten des
untersuchten Holzrauchaerosols tatsächlich DNA-Läsionen induziert werden. Um diese Vermutung
experimentell zu bestätigen, wurde in Kapitel 3.3.6.1 eine Analyse der DNA-Einzelstrangbruchrate
sowie der DSB-Signalkaskade anhand der Phosphorylierung von γ-H2AXdurchgeführt.
3.3.5.2. Genexpression der Zellzykluskontrolle
Eine häuge Konsequenz der DNA-Schadenserkennung ist die Arretierung des Zellzyklus. Daher ist
es wenig überraschend, dass die GO Analyse auch eine signikante Anreicherung von Zellzyklus-
assoziierten Transkripten ergab (Abb. A8). Unter diesen Transkripten benden sich die CDK
Inhibitoren CDKN3 und CDKN1C. CDKN3, auch bekannt als CIP2 oder KAP, dephosphoryliert und
inhibiert die Cyclin abhängige Kinase CDK2, welche den Übergang von G1- in S-Phase steuert (Lee
und Yang 2001). CDKN3 war im mRNA-Seq Experiment durch Gasphasenkomponenten induziert,
was somit eine Arretierung der Zellen in G1 begünstigen würde. Der durch CDKN1C kodierte
Inhibitor p57/Kip2 wurde bereits in Abschnitt 3.3.4 diskutiert, da er zu den wenigen Genen gehört,
die in A549 und BEAS-2B Zellen in gegensätzliche Richtungen reguliert war. Eine Induktion der
p57/Kip2 Expression führt zu einem G1-Arrest durch Inhibierung mehrerer CDKs (Lee et al. 1995).
Mit CDK6 war auch eine CDK, die die Phosphorylierung des Retinoblastomproteins (RB) reguliert,
direkt auf Transkriptebene reprimiert (Meyerson und Harlow 1994). RB spielt eine entscheidende
Rolle bei der Überwindung des Restriktionspunkts zwischen G1- und S-Phase. Die Regulation
dieses Prozesses erfolgt primär posttranslational durch die CDKs (Weinberg 1995), es wurden
aber ebenfalls stressinduzierte MikroRNAs entdeckt, die die RB Translation senken und so zu
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einer Inhibierung der Zellproliferation führen (Feng et al. 2011; Scarola et al. 2010). Darüber hinaus
führte die Gasphasenbehandlung auch zu einer Reprimierung der RB Transkriptmengen selbst.
CDC34 (cell division cycle 34), dessen Transkripte durch die Gasphasenbehandlung induziert
waren, ist ein Ubiquitin konjugierendes Enzym, das den Abbau des CDK Inhbitors p27/Kip1
bedingt, der wiederum den G1/S-Übergang reguliert (Tsvetkov et al. 1999). Mit APC (anaphase
promoting complex) und MAD2L2 (MAD2 related) sind auch Transkripte verändert, die den
Vollzug der Mitose regulieren. APC bewerkstelligt dies durch seine Ubiquitin-Ligase Aktivität für
Cycline, die abgebaut werden müssen um die M-Phase zu verlassen, MAD2L2 wiederum inhibiert
die Wirkung von APC, so dass die gasphasenbedingte Repression von APC und Induktion von
MAD2L2 auf einen Arrest in der M-Phase (Peger et al. 2001) hinweist. MAD2L2 spielt aber auch
eine Rolle bei der Entscheidung zwischen NHEJ und HR bei der DSB-Reparatur (Boersma et al. 2015).
Weitere modulierte Transkripte beinhalten z.B. GADD45A, das wie oben beschrieben durch BRCA1
induziert werden kann und die DNA-Schadenserkennung mit der Zellzykluskontrolle und der
MAP-Kinase Kaskade verbindet (Zhan 2005), sowie MDM2 und ATM, die eher unspezisch mit der
Zellzykluskontrolle assoziiert sind. Auf eine Verikation der Beeinussung der Zellzykluskontrolle
mit direkten Methoden, z.B. durch eine Untersuchung der Zellzyklusverteilung mit FACS, wurde
verzichtet, da diese während der relativ kurzen Versuchszeit von 4 h kaum zu tragen kommen
dürfte. Die veränderten Transkriptlevels dieses GO-Terms können aber als zusätzliches Indiz für
das Auftreten von DNA-Schädigungen gewertet werden, da die Regulation des Zellzyklus und der
DNA-Reparatur eng miteinander verknüpft ist. Passend zu einer DNA-Schädigung waren auch
negative Eekte auf die allgemeine Translation, Transkription und Replikation analysiert worden
(Tabelle A.9).
3.3.5.3. Expression von MAP-Kinasen assoziierter Gene
Ein weiterer angereicherter Prozess ist die Aktivierung der MAPK-Signalkaskade (Abb. 3.20.) Die
prominenteste Funktion der MAPK ist die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren als Antwort auf
verschiedene extrazelluläre Signale (Chang und Karin 2001). Der vermutlich am besten untersuchte
Transkriptionsfaktor, der durch MAPK reguliert wird, ist AP-1. AP-1 ist ein Heterodimer, das aus
verschiedenen Proteinen zusammengesetzt sein kann, darunter Mitglieder der Fos, Jun und ATF
Proteinfamilie. Die Aktivität von AP-1 wird durch Phosphorylierung durch MAPK reguliert, als
Teil eines positiven Rückkopplungsmechanismus wird aber auch die Genexpression von Fos, Jun
und ATF induziert (Karin 1995; Kool et al. 2003; Whitmarsh und Davis 1996). Tatsächlich waren
Fos, Jun und ATF kodierende Gentranskripte nach der Holzrauchbehandlung in beiden Zelllinien
sehr stark induziert, was klar für eine Aktivierung der MAPK-Signalkaskade spricht. Weitere gut
untersuchte Gene, deren transkriptionelle Regulation auf erhöhte MAPK-Aktivität schließen lässt,
sind GADD45B (Yoo et al. 2003), DUSP2 und DUSP6 (Owens und Keyse 2007). Für die übrigen
modulierten Transkripte, die diesem GO-Term zugeordnet sind, gilt dass ihre transkriptionelle
Regulierung weniger prominent mit der Aktivierung der MAPK-Signalkaskade assoziiert ist. Trotz
dieser Hinweise auf eine Aktivierung dieser Signalwege kann die Genexpressionsanalyse nicht eine
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Abbildung 3.20.: Detailanalyse der mit der MAP-Kinasenkaskade assozierten regulierten Gene.
Gezeigt ist die log2-fache Genregulierung, hervorgerufen durch Behandlung von A549 und BEAS-2B Zellen
mit Holzrauchaerosol und -gasphase in Form des Zahlenwerts und einer Farbkodierung. Die Auswahl der Ge-
ne basierte auf den am stärksten regulierten Genen aus verschiedenen GO-Termen der MAP-Kinasenkaskade
(GO:0000165, GO:0043405, GO:0007257), sowie manueller Selektion klassischer MAP-Kinasen Zielgene
(markiert mit „*“).
Verizierung der MAPK-Aktivität auf Proteinebene ersetzen. Daher wurde im nächsten Kapitel die
Phosphorylierung der MAP Kinasen mittels Western Blot überprüft.
3.3.5.4. Expression von Genen der Apoptose
Alle bisher durch die GO-Analyse identizierten Signalwege stehen in engem Zusammenhang mit
der Apoptose, daher ist es wenig überraschend, dass auch GO-Terme dieses Signalweges angerei-
chert waren (Abb. A9). Unter den dierentiell regulierten Genen nden sich mehrere Vertreter der
BCL-2 Familie. BCL-2 Proteine spielen eine entscheidende Rolle beim intrinsischen Apoptoseweg,
bei dem sie die Permeabilisierung der äußeren Mitochondrienmembran regulieren (Youle und
Strasser 2008). BAX, BAD, BID und BMF sind Beispiele für pro-apoptotische Gene, die durch
die Holzrauchbehandlung induziert waren. BCL2L11 (BIM), ebenfalls pro-apoptotisch, war nach
Behandlung aber reprimiert. BCL2A1 hingegen verfügt über anti-apoptotische Aktivität und lag in
erhöhten Mengen vor (Youle und Strasser 2008). Die Apoptose inhibierenden Gene XIAP (x-linked
inhibitor of apoptosis) und NAIP (neuronal apoptosis inhibitor protein) (Liston et al. 1996) waren
herunterreguliert, ebenso wie TIAF1 (TGF-β induced antiapoptotic factor), welches allerdings kon-
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textabhängig auch die Apoptose begünstigen kann (Chang et al. 2012). Das durch EPHA7 kodierte
Ephrin A7 hat während der Embryonalentwicklung eine caspasenabhängige pro-apoptotische
Funktion (Depaepe et al. 2005). Seine Rolle bei der Apoptose nach exogenem Stress ist kaum unter-
sucht, es ist aber eines der am häugsten mutierten Gene in kleinzelligen Lungentumoren (Peifer
et al. 2012). Die Transkripte von GADD45B (Yoo et al. 2003) und die Zytokine IL6, IL24 und CCL2
(MCP-1) waren stark dierentiell reguliert und stehen im Zusammenhang mit der Apoptose (Com-
mins et al. 2008; Heinrich et al. 2003; Zhou et al. 2006), sind aber weniger spezisch für diesen
Prozess als z.B. die Proteine der BCL-2 Familie. Insgesamt bestätigt sich bei der Detailbetrachtung
der einzelnen Gene aber die Anreicherung dieses GO-Terms. Unter den Gasphasenkomponenten
der Buchenholzverbrennung scheinen sich Verbindungen zu benden, die nach 4 h Begasung im
Expositionssystem in beiden getesteten Zelllinien auf Transkriptebene detektierbare apoptotische
Vorgänge auslösen. Dass im LDH-Test nach 4 h keine Toxizität der Gasphase festgestellt werden
konnte (Abb. 3.13), liegt vermutlich am frühen Zeitpunkt, zu dem die Apoptose vermutlich noch
nicht vollzogen wurde. Daher wäre es sinnvoll, in anschließenden Experimenten den weiteren
Verlauf der Apoptose genauer zu untersuchen, zum Beispiel über die biochemische Verizierung
von Apoptosemarkern.
3.3.5.5. Expression von Genen der Glykolyse und oxidativen Phosphorylierung
Unter den angereicherten GO-Termen benden sich ebenfalls Teile des Energiestowechsels, darun-
ter die Glykolyse und die oxidative Phosphorylierung. Beide sind Teil der primären energetischen
Verwertung von Kohlenhydraten (KH), bei der Hexosen glykolytisch in Pyruvat gespalten werden,
welches darauf im Citratzyklus (TCA) oxidativ abgebaut wird und die reduzierenden Substrate
für die oxidative Phosphorylierung liefert (Vander Heiden et al. 2009). Zellen sind allerdings im
Stande, ihren KH-Stowechsel zu Gunsten von weniger ezienten Stowechselwegen zu än-
dern, um auf physiologische Änderungen zu reagieren. Ein bekanntes Beispiel ist der sogenannte
„Warburg Eekt“, der den gesteigerten anaerobischen Umsatz von Pyruvat zu Laktat bezeichnet,
wodurch Krebszellen eine schnellere Proliferation ermöglicht wird (Vander Heiden et al. 2009).
Auch transienter Stress kann die Umstellung des KH-Stowechsels bewirken. Zum Beispiel konnte
gezeigt werden, dass nach DNA-Schädigung Glucose vermehrt über den Pentosephosphatweg
(PPP) metabolisiert wird, wodurch die Grundbausteine für die Nukleotidsynthese bereitgestellt
werden (Cosentino et al. 2011).
Auch die Behandlung mit dem Holzrauchaerosol scheint eine Umstellung des Glucosemetabolis-
mus zu bewirken, denn es waren mehrere Transkripte von Enzymen, die die Glykolyse regulieren,
induziert (Abb. 3.21A). GCK kodiert Glucokinase, eine der Hexokinasen, die die Phosphorylierung
von Glucose zu Glucose-6-Phosphat (G6P) katalysieren und gehört zu den wenigen Transkripten,
die in A549 deutlich stärker reguliert waren als in BEAS-2B Zellen (Abb. 3.17B). In Leber- und
Pankreaszellen ist die Genexpression von GCK an den Glucosestatus gekoppelt (Lenzen 2014). G6P
kann sowohl über die Glykolyse, als auch über den PPP metabolisiert werden. Die erste Reaktion
des PPP wird durch G6P-Dehydrogenase katalysiert, deren Transkript G6PD induziert vorlag. Der
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Abbildung 3.21.: Detailanalyse regulierter Gene aus dem Energiestowechsel. Gezeigt ist die log2-
fache Genregulierung, hervorgerufen durch Behandlung von A549 und BEAS-2B Zellen mit Holzrauchaerosol
und -gasphase in Form des Zahlenwerts und einer Farbkodierung. Die Auswahl der Gene basierte auf den
stärksten regulierten Genen des GO-Terms „Glykolyse“ (GO:0006096), ergänzt durch manuelle Selektion
(markiert mit „*“) (A) bzw. von GO-Termen der oxidativen Phosphorylierung und Atmungskette (GO:0006119,
GO:0022904) (B).
PPP kann durch aktiviertes ATM in Folge von DNA-Schädigung begünstigt werden (Cosentino et al.
2011). Darüber hinaus bietet der PPP auch eine schnelle Möglichkeit NADPH zu bilden, welches
ein limitierendes Substrat bei der Synthese anti-oxidativ wirksamer Substanzen, wie z.B. GSH
ist (Riganti et al. 2012). Um G6P hingegen der Glykolyse zuzuführen wird es zunächst in Fructose-
6-Phosphat konvertiert. Der darauolgende Schritt, die Bildung von Fructose-1,6-biphosphat ist
irreversibel und bedingt zwingend den glykolytischen Abbau. PFKP, eine Isoform der Phosphofruk-
tokinase, katalysiert diese Reaktion und war durch die Holzrauchbehandlung induziert, genauso
wie Transkripte von Genen der nachfolgenden Glykolysereaktionen: ALDOA, GAPDH, PDHB und
LDHB. ALDOA (Aldolase A) spaltet Fructose-1,6-biphosphat in zwei Triosen und ist z.B. durch den
Transkriptionsfaktor HIF-1α induzierbar (Semenza et al. 1994). GAPDH (Glyceraldehyd-3-phosphat
Dehydrogenase) ist ein für Protein- und Genexpressionsanalysen häug als Housekeeping-Gen
verwendetes Enzym. Tatsächlich kann GAPDH aber durch Transkriptionsfaktoren wie p53, HIF-1α
und AP-1 induziert werden, was die Induzierung dieses Transkripts nach der Behandlung mit dem
Holzrauchaerosol erklären könnte (Colell et al. 2009). PDHB und LDHB kodieren Untereinheiten
der Pyruvat- und Laktatdehydrogenase, die den Eintrag von Pyruvat in den TCA, respektive den
anaeroben Abbau von Pyruvat, katalysieren. Im Gegensatz zur Induzierung von PDHB, steht die
Reprimierung von Untereinheiten der Pyruvatdehydrogenasephosphatase (PDP2, PDPR), deren
Phosphataseaktivität aktivierend auf PDH wirkt (Sugden und Holness 2006). Insgesamt weist
die Genexpression der mit der Glykolyse-assoziierten Gene auf einen gesteigerten Glucosemeta-
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bolismus hin, der durch eine erhöhte Verwertung im PPP und möglicherweise durch erhöhten
anaeroben oder oxidativen Pyruvatabbau gekennzeichnet ist.
Die oxidative Phosphorylierung ist unter anderem von toxikologischer Relevanz, da sie die
Hauptquelle physiologisch generierter ROS darstellt (Ott et al. 2007). Über den Zusammenhang
zwischen einer zellulären Stressantwort und der transkriptionellen Regulation der oxidativen
Phosphorylierung ist wenig bekannt. Die Behandlung von A549 und BEAS-2B Zellen mit dem
Holzrauchaerosol führte aber zu einer Veränderung von einigen Transkripten mit hoher Spezität
für die oxidative Phosphorylierung. NDUFB4, NDUFA1, NDUFS7 und ND6 kodieren Untereinhei-
ten von Komplex I (NADH Dehydrogenase), die bis auf ND6 alle durch die Behandlung stärker
exprimiert waren. Auch Transkripte von Komplex II (SDHB) und V (ATP5G2, ATP5E, ATP5D) wa-
ren induziert. PPARGC1A (PGC-1α) ist ein Koaktivator verschiedener Transkriptionsfaktoren der
Energiehomöostase und induziert auf diese Weise die Expression von Enzymen der oxidativen Phos-
phorylierung (Lin et al. 2005). PGC-1α war nach der Holzrauchbehandlung allerdings reprimiert.
Zusammengefasst lässt sich feststellen, dass die Anreicherung der GO-Terme der Glykolyse und
oxidativen Phosphorylierung beide auf der dierentiellen Regulierung von weitgehend spezischen
Genen dieser Prozesse beruhen. Die Enzyme des Stowechsels werden aber auch stark allosterisch
reguliert und die Transkriptmengen allein sind nicht indikativ für die Enzymaktivität (Kuile und
Westerho 2001). Um zu überprüfen ob und wie sich die Änderungen auf Transkriptebene in einer
Änderung der metabolischen Flüsse äußern, wurde im nächsten Kapitel eine Quantizierung der
Metaboliten des KH-Stowechsels mittels GC-MS durchgeführt).
3.3.5.6. Die Holzrauchbehandlung induziert Gensignaturen der
epithelialen-mesenchymalen-Transition
Unabhängig von den angereicherten Termen der GO-Analyse wurde bei manueller Betrachtung
der Liste mit den am stärksten regulierten Transkripten (Tabelle A.7 und A.8) festgestellt, dass dort
Markergene für die epitheliale-mesenchymale-Transition (EMT) zu nden sind. EMT bezeichnet
die Veränderung von Epithelzellen hin zu Zellen mit mesenchymalem Charakter, das heißt der
Verlust des Kontakts zu Nachbarzellen, der apikalen und basalen Polarität sowie der Zunahme
der Zellmotilität (Willis und Borok 2007). EMT ist von pathophysiologischem Interesse, weil sie
zur Tumormetastasierung und der Entstehung von Fibrose beiträgt (Kim et al. 2006; Willis und
Borok 2007). Abbildung 3.22 zeigt die dierentielle Regulation verschiedener mit EMT assoziierter
Transkripte. Besonders auallend ist die starke Induzierung von SNAI1 (Snail), einer der zentralen
Transkriptionsfaktoren der EMT, dessen Überexpression in vitro bereits ausreichend sein kann
um die EMT auszulösen (Cano et al. 2000; Thiery und Sleeman 2006). Der SNAI1 Inhibitor GSK3B
(Glycogen synthase kinase 3 beta) (Thiery und Sleeman 2006) war in den Versuchen reprimiert,
was zusätzlich für die Induzierung von EMT Genen nach Holzrauchbehandlung spricht. Ebenfalls
waren die mesenchymalen Marker VIM (Vimentin) und CTGF (connective tissue growth factor) in
beiden Zelllinien erhöht, während die epithelialen Marker TJP1 (Tight junction protein 1, auch
bekannt als Zonula occludens-1) und DSP (Desmoplakin) reprimiert waren (Thiery und Sleeman
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Abbildung 3.22.: Das Holzverbrennungsaerosol induziert Markergene der epithelialen-
mesenchymalen Transition (EMT). Gezeigt ist die log2-fache Genregulierung, hervorgerufen
durch 4 h Behandlung von A549 und BEAS-2B Zellen mit Holzrauchaerosol und -gasphase in Form des
Zahlenwerts und einer Farbkodierung. Die abgebildeten Gene wurden manuell ausgewählt.
2006; Willis und Borok 2007). Die Induktion mehrerer Vertreter der HES und HEY Proteinfamilie
zeigt eine Aktivierung des NOTCH Signalwegs an, ein weiteres EMT Charakteristikum (Espinoza
und Miele 2013). Mit ZEB2 wurde durch die Behandlung allerdings auch ein EMT Faktor durch die
Behandlung reprimiert (Vandewalle et al. 2005). Insgesamt überzeugt die Genexpressionsanalyse
von einer EMT begünstigenden Aktivität der Gasphasenkomponenten aus der Holzverbrennung.
EMT wurde in den vergangenen Jahren in vitro mehrfach mit Zigarettenrauchextrakt assoziiert (Hu
et al. 2009; Shaykhiev et al. 2011; Veljkovic et al. 2011; Zhang et al. 2012) und konnte auch durch
Holzrauch, nach chronischer Exposition von Ratten, bereits festgestellt werden. Die Ergebnisse
unterstreichen die Relevanz von Verbrennungsprodukten bei der Entstehung von Fibrose und
Tumormetastasen. Aus diesem Grund sollten die Ursachen von EMT begünstigenden Eekten von
Holzrauch genauer untersucht werden, was allerdings nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit
war.
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3.3.6. Verifizierung ausgewählter Wirkmechanismen
Die Detailanalyse einzelner Gene der mRNA-Sequenzierung bestätigte die Ergebnisse der GO-Term
Analyse. Trotzdem reicht die Kenntnis der Genexpression oftmals nicht aus, um Rückschlüsse auf
die tatsächliche biologische Konsequenz zu ziehen. Zum Beispiel ist der kinetische und quantitative
Zusammenhang zwischen Genexpression und Proteinaktivität oft unklar und für viele Prozesse sind
posttranslationale Modizierungen ausschlaggebender als die transkriptionelle Regulierung. Aus
diesen Gründen wurde als nächstes überprüft, ob verschiedene, auf Transkriptebene beeinträchtigte,
zelluläre Prozesse sich auf anderen biologischen Ebenen bestätigen lassen.
3.3.6.1. Gentoxische Wirkung des Holzrauchaerosols
Die mRNA-Sequenzierungsanalyse identizierte eine Reihe von dierentiell regulierten Genen
der DNA-Schadensantwort und auch die veränderten Gene der anderen angereicherten GO-Terme
sprechen für eine gentoxische Wirkung des Holzrauchaerosols. Da sowohl Gene der DSB-Reparatur
als auch der SSB-Reparatur betroen waren, wurden beide Typen von DNA-Schäden mittels
spezischeren Assays untersucht. Die Signaltransduktion der DSB-Erkennung wurde anhand
der Phosphorylierung des Histonproteins H2AX (γ-H2AX) auf Proteinebene untersucht. Die
Häugkeit von SSB wurde mittels alkalischer Entwindung auf DNA-Ebene veriziert. Die meisten
in diesem Abschnitt vorgestellten Ergebnisse beruhen auf den Arbeiten von Larissa Ramme, die
ihre Diplomarbeit in gemeinsamer Betreuung durch Elena Maser aus der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. Andrea Hartwig und mir angefertigt hat.
Phosphorylierung von H2AX
Die Phosphorylierung des Histons 2AX (H2AX) ist ein häug verwendeter Marker für DSB. H2AX
wird klassisch durch die Kinasen ATM, ATR und DNA-PK (DNA-abhängige Proteinkinase) in Folge
von erkannten DSB phosphoryliert. Binnen weniger Minuten werden dabei für jeden DSB hunderte
bis tausende H2AX in Nachbarschaft des DSB phosphoryliert, die mit Antikörpern als fokales Signal
detektiert werden können (Kuo und Yang 2008; Rogakou et al. 1998). Neben DSB kann γ-H2AX
aber auch bei der Reparatur von Einzelstrangläsionen und bei behinderten Replikationsgabeln,
zum Beispiel durch DNA-Protein Verknüpfungen, induziert werden (Kinner et al. 2008; Nakano
et al. 2009; Zeman und Cimprich 2014). Die Bildung von γ-H2AX Foci in Folge der Behandlung
mit Holzrauchaerosol im Expositionssystem wurde in A549 und BEAS-2B Zellen mikroskopisch
mittels der Immunuoreszenz untersucht. In A549 Zellen führte die vierstündige Behandlung mit
dem verdünnten Holzrauch zu einer stark erhöhten Phosphorylierung von H2AX (Abb. 3.23).
Zwischen der Gasphase und dem kompletten Aerosol war kein Unterschied zu erkennen, weshalb
für diese Wirkung Komponenten der Gasphase ausschlaggebend sein müssen. Die meisten Zellen
mit Kontakt zu den Verbrennungsgasen wiesen deutliche fokale γ-H2AX Signale auf. Allerdings
waren in manchen Zellen, die sich möglicherweise in der S-Phase befanden (Marti et al. 2006),
erheblich mehr γ-H2AX Foci zu sehen als im Mittel aller Zellen. In Zellen die im ALI-System mit
Reinluft begast worden sind, oder während der Expositionszeit im Inkubator verblieben (Inkubator-
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Abbildung 3.23.: Repräsentative Aufnahmen der H2AX-Phosphorylierung in A549 Zellen nach
Behandlungmit Holzrauchaerosol. A549 wurden 4 h mit Reinluft, komplettem Holzverbrennungsaerosol
(Aerosol) und partikelgeltertem Aerosol (Gasphase) behandelt, zusätzlich wurden Zellen untersucht, die
während dieser Zeit im Inkubator verblieben (Inkubatorkontrolle). Gezeigt sind repräsentative Ausschnitte
der uoreszenzmikroskopischen Aufnahmen für die quantitative γ-H2AX Foci Analyse in Abb. 3.25A. Dieser










Abbildung 3.24.: Repräsentative Aufnahmen der H2AX-Phosphorylierung in BEAS-2B Zellen
nach Behandlung mit Holzrauchaerosol. BEAS-2B Zellen wurden 4 h mit Reinluft, komplettem Holz-
verbrennungsaerosol (Aerosol) und partikelgeltertem Aerosol (Gasphase) behandelt, zusätzlich wurden
Zellen untersucht, die während dieser Zeit im Inkubator verblieben (Inkubatorkontrolle). Gezeigt sind
repräsentative Ausschnitte der uoreszenzmikroskopischen Aufnahmen für die quantitative γ-H2AX Foci
Analyse in Abb. 3.25B. Dieser Versuch wurde, als Teil ihrer Diplomarbeit, von Larissa Ramme durchgeführt.
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kontrolle), treten nur vereinzelt Zellen mit einem fokalen γ-H2AX Signal auf. Die Behandlung der
BEAS-2B Zellen führte zum gleichen Ergebnis. Allerdings scheinen die Foci etwas schwächer und
stärker abgegrenzt, als in den A549 Zellen (Abb. 3.24). Die γ-H2AX Foci wurden mit einer Analyse-
software für die Hochdurchsatzmikroskopie (ScanR, Olympus) quantiziert (für eine Erklärung der





























































Abbildung 3.25.: Flüchtige Verbindungen aus der Holzverbrennung führen zu starker H2AX-
Phosphorylierung. A549 und BEAS-2B Zellen wurden 4 h mit Reinluft, komplettem Holzverbrennungsae-
rosol (Aerosol) und partikelgeltertem Aerosol (Gasphase) behandelt, zusätzlich wurden Zellen untersucht,
die während dieser Zeit im Inkubator verblieben (Inkubator-Kontrolle). Danach wurde mittels Immunuores-
zenz softwaregestützt die Anzahl der γ-H2AX Foci quantiziert. Abgebildet sind die kumulativen γ-H2AX
Foci pro Zelle aus 3 (A549 Inkubatorkontrolle: 2) unabhängigen Versuchen mit je 2 Transwell-Replikaten.
Je Replikat wurden mindestens 20 Bilder von unterschiedlichen Stellen der Transwellmembran aufgenom-
men. Insgesamt wurden mindestens 1300 Zellen je Bedingung analysiert. Aus Gründen der Darstellbarkeit
wurden pro Bedingung maximal 25 Zellen je Y-Achseneinheit abgebildet und Werte über dem 99% Quantil
supprimiert. Die Boxplots zeigen den Mittelwert (farbige Raute), Median (dicke Linie), das 1. bis 3. Quartil
(Box) und den entsprechenden 1.5-fachen IQR (Whisker). Signikante Erhöhungen zur Reinluftkontrolle
gekennzeichnet mit *** = p <0.001 nach Kruskal-Wallis mit Dunn’s post-hoc Test.
In Abbildung 3.25 sind für jede untersuchte Bedingung die gezählten Foci pro Zelle abgebildet.
Wie bereits in den exemplarischen Aufnahmen zu erkennen war, führte die Behandlung von A549
Zellen zu einer deutlichen Zunahme der γ-H2AX Foci (Abb. 3.25A). Zwischen der Behandlung
mit dem kompletten Aerosol und der Gasphase gab es keine signikanten Unterschiede, beide
Bedingungen führten durchschnittlich zu rund 20 Foci pro Zelle. Der Median lag mit knapp
unter 10 Foci pro Zelle deutlich darunter. Dies bedeutet, dass viele Zellen mit außergewöhnlich
hoher Foci Häugkeit detektiert wurden. In den Kontrollzellen im ALI-System und Inkubator
wurden nur sehr wenige Zellen mit Foci detektiert, der Mittelwert und Median lag nahe bzw.
bei null. Dass sich die beiden Kontrollen nicht unterscheiden ist ein wichtiges Ergebnis, denn es
bedeutet, dass der Expositionsprozess im ALI-System per sé zu keiner höheren Aktivierung des
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Signalweges führt, als in Zellen die unter ALI-Bedingungen im Zellkulturlabor verbleiben. Die
Anzahl gebildeter γ-H2AX Foci in BEAS-2B Zellen nach Behandlung mit der Gasphase unterschied
sich nicht vom Ergebnis der Untersuchung mit A549 Zellen (Abb. 3.25B). Interessanterweise wurden
in aerosolbehandelten BEAS-2B Zellen aber reproduzierbar weniger Foci detektiert. Möglicherweise
bewirkt die zusätzliche Exposition gegenüber Partikeln in BEAS-2B eine Beeinträchtigung der
γ-H2AX Signalkaskade. Die Kontrollen der BEAS-2B Zellen unterschieden sich nicht voneinander,
die Anzahl der detektierten Foci lag aber geringfügig über den Kontrollbehandlungen in A549
Zellen.
Diese Ergebnisse wurden im Western Blot bestätigt (Abb. A10). Auch hier führten die Verbren-
nungsgase, unabhängig von der partikulären Phase, in beiden Zelllinien zu einer Induktion von
γ-H2AX. Im Gegensatz zur mikroskopischen Auswertung mit Quantizierung der Foci ist aber be-
reits in Kontrollzellen ein klar detektierbares γ-H2AX Signal vorhanden. Dieses Hintergrundsignal
kommt bei einer Zählung diskreter Foci nicht zum Tragen, weshalb die mikroskopische Unter-
suchung mit Quantizierung der Foci die sensitivere Methode darstellt. Im Vergleich zur häug
angewandten visuellen Analyse der Mikroskopbilder, wirkt sich die softwaregestützte Bildanalyse
zusätzlich positiv auf die Qualität der Daten aus. So kann eine erheblich höhere Anzahl an Zellen
analysiert werden, was eine bessere statistische Grundlage bildet und eine subjektive Auswahl
der analysierten Zellen vermeidet. Ebenso erfolgt die Erkennung der Foci nach reproduzierbaren
und objektiven Kriterien und Schwellenwerten. Letztere können aber auch dazu führen, dass
relativ geringe Änderungen der Foci-Charakteristika, wie Größe oder Intensität in der Nähe der
Schwellenwerte zu deutlicheren Unterschieden im Analysenergebnis führen. Der Unterschied
zwischen Aerosol und Gasphasenbehandlung in BEAS-2B Zellen scheint beispielsweise mit dem
Auge weniger prägnant als mit der Bildanalyse durch die Software. Die Induktion von γ-H2AX
durch die Verbrennungsgase war in beiden Zelllinien höchst signikant und el überraschend
stark aus. Die Ausbildung der γ-H2AX Foci war dabei vergleichbar mit einer Behandlung der
Zellen mit 20 µM Etoposid, einem Zytostatikum, das durch Inhibierung von Topoisomerase II zu
DSB führt (Wu et al. 2011) (Abb. A11). Die Phosphorylierung von H2AX wurde ebenfalls nach
20-stündiger Nachinkubation untersucht. Interessanterweise war das γ-H2AX Signal selbst zu
diesem Zeitpunkt unverändert stark (Abb. A12). Werden Zellen hingegen ionisierender Strahlung
ausgesetzt um DSB zu induzieren, geht die Zahl der γ-H2AX Foci während dieses Zeitraums nahezu
auf das Niveau der Kontrolle zurück (Banath 2004). Noxen, die stattdessen indirekt zu DSB führen
können, zeigen eine andere Kinetik. Cisplatin und UV-C induzierte γ-H2AX Foci persistieren
zum Beispiel noch lange nach Ende der Behandlung (Marti et al. 2006; Olive und Banàth 2009).
Diese Noxen führen zu DNA-Strangverknüpfungen, die bei Replikation in einem Zusammenbruch
der Replikationsgabel, und somit in der Bildung von DSB, resultieren (Kaina 2003). Auch viele
weitere Arten von Gentoxinen, wie alkylierende Substanzen, ROS oder DNA-Adduktbildner, kön-
nen auf diese Weise replikationsabhängig zu DSB führen (Kaina 2003). Bei der Holzverbrennung
entstehen PAKs, die nach metabolischer Aktivierung DNA-Addukte bilden können und deshalb für
die beobachteten Eekte in Frage kommen. Die PAKs liegen aufgrund ihrer niedrigen Volatilität
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allerdings fast ausschließlich partikelgebunden vor, können eine gasphasenvermittelte γ-H2AX
Induktion daher nicht erklären. Aber auch volatile Aromaten, wie zum Beispiel Benzol, sind im
Stande DNA-Addukte zu bilden und werden bei der Verbrennung gebildet. Auch Benzol benötigt
eine metabolische Aktivierung zur Bildung von DNA-Addukten, weshalb auch hier fraglich ist, ob
es ein guter Kandidat für die bereits nach 4 h sehr starken Eekte ist. Dass nach 4 h bereits der
überwiegende Teil der untersuchten Zellen Foci aufwiesen (Abb. 3.23), spricht ferner dafür, dass es
sich nicht ausschließlich um eine replikationsabhängige Schadensantwort handeln kann.
Marti et al. (2006) beobachteten nach UV-C Bestrahlung ebenfalls eine H2AX Phosphorylierung
in G1-Phase Zellen und konnten zeigen, dass diese von den NER Reparaturfaktoren XPA und
XPC abhängig ist. Auch für hohe Konzentrationen alkylierender Substanzen wurde bereits eine
replikationsunabhängige H2AX Phosphorylierung beobachtet (Staszewski et al. 2008).
Das Tumorsuppressorprotein p53 ist ein zentraler Regulator der zellulären Stressantwort, speziell
nach DNA-Schädigung. p53 hat unter normalen Bedingungen eine kurze Halbwertszeit, wird nach
Stressinduktion aber durch posttranslationale Modikationen stabilisiert und aktiviert. ATM und
ATR phosphorylieren p53 nach DNA-Schäden, können zur p53 Stabilisierung aber auch durch
Inhibition seines negativen Regulators MDM2 beitragen (Khosravi et al. 1999). Die Transkript-
menge von MDM2 war nach der Gaspahsenbehandlung stark reprimiert (Abb. A8). Aus diesen
Gründen wurden die Proteingehalte von p53 im Western Blot untersucht. Nach der vierstündigen
Holzrauchbehandlung konnte aber in beiden Zelllinien keine Stabilisierung von p53 nachgewiesen
werden (Abb. A13). Zur Beurteilung dieses Ergebnisses muss die Funktionalität des p53 Signal-
weges berücksichtigt werden, da tumorigene Zelllinien oft nicht über funktionales p53 verfügen.
A549 Zellen gelten allerdings als p53 prozient (Lu et al. 2001). BEAS-2B sind keine Krebszellen
und verfügen prinzipiell über funktionales p53. Die Transformation mit dem SV-40 Virus führt
allerdings zu einem Verlust der p53 Funktion, da das große SV-40 T Antigen die DNA bindende
Sequenz von p53 blockiert (Gazdar et al. 2002; Lehman et al. 1993). Diese Interaktion führt aber
nicht nur zu einem Defekt der p53-abhängigen Genregulation, sondern auch zu einer erhöhten p53
Stabilität, weshalb die p53 Stabilisierung in SV-40 transformierten Zellen nach Behandlung mit Gen-
toxinen weniger stark ausfällt (Tibbetts et al. 1999). Das Ausbleiben einer Stabilisierung von p53 in
beiden Zelllinien deutet somit auf einen p53-unabhängigen Wirkmechanismus des Holzrauchs hin.
Aufgrund der vielen Substanzen, die in der Gasphase des Holzverbrennungsaerosoles vorhanden
sind, ist es kaum möglich Kandidaten zu identizieren, die die H2AX Phosphorylierung bedingen.
Die bereits nach 4 h feststellbare starke γ-H2AX Bildung in den meisten Zellen spricht aber für
eine Beteiligung eines replikationsunabhängigen Mechanismus. Zur weiteren Einschränkung der
möglichen Gasphasenkomponenten wurde eine systembiologische Analyse, basierend auf dem
Wirkprol aus der mRNA-Seq Analyse durchgeführt, die im nächsten Kapitel beschrieben wird
(S. 61).
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Abbildung 3.26.: Die Behandlung mit der Gasphase aus der Holzverbrennung führt zu einer er-
höhten DNA-Strangbruchrate in A549 Zellen. A549 Zellen wurden 4 h mit Reinluft, komplettem Holz-
verbrennungsaerosol (Aerosol) und partikelgeltertem Aerosol (Gasphase) behandelt. Nach alkalischer
Entwindung wurde der relative Anteil doppelsträngiger DNA ermittelt und mittels einer externen Kalibrie-
rung die DNA-Strangbruchrate pro 10
6
Basenpaare berechnet. Abgebildet ist der Mittelwert (rote Raute),
Median (dicke Linie), das 1. bis 3. Quartil (Box) und der entsprechende 1.5-fache IQR. Statistisch signikant
unterschiedlich zu Reinluftkontrolle mit *** =p < 0.001 (Tukey’s HSD post-hoc Test für ANOVA). Dieser
Versuch wurde, als Teil ihrer Diplomarbeit, von Larissa Ramme durchgeführt.
Bildung von DNA Einzelstrangbrüchen
Die Bildung von DNA-Einzelstrangbrüchen wurde mit der Methode der alkalischen Entwindung
durchgeführt (Hartwig 1996). Auch diese Analyse bestätigte die DNA-schädigende Wirkung von
Holzrauch (Abb. 3.26). Die Behandlung mit dem Holzrauchaerosol erhöht die Einzelstrangbruchrate
gegenüber der Kontrolle um knapp 1.1 bis 1.2 Brüche pro 106 Basenpaare. Wieder wurde kein
Unterschied zwischen dem kompletten Aerosol und der partikelgelterten Gasphase festgestellt, die
Einzelstrangbrüche werden also ebenfalls durch Gasphasenkomponenten induziert. Auch zwischen
den Reinluftkontrollen im ALI-System und den Kontrollen im Inkubator bestand kein signikan-
ter Unterschied, was bedeutet, dass das ALI-Expositionsverfahren selbst nicht zu einer erhöhten
SSB-Rate führt. Die DNA schädigende Wirkung von Holzverbrennungsemissionen wurde bisher
nur in Submersstudien mit gesammelten Partikeln untersucht. Dabei konnte die Induktion von
Strangbrüchen und oxidativen Basenschäden gezeigt werden, was sich gut durch die in Kapitel 3.1
untersuchten toxischen Komponenten der Partikelfraktion erklären lässt. Tatsächlich scheint bei
einer Holzverbrennung aber die Gasphase bereits eine so starke gentoxische Wirkung aufzuweisen,
dass der Eekt der Partikel vernachlässigbar ist. Untersuchungen, die zwischen der gentoxischen
Wirkung von Gas und Partikelphase dierenzierten, wurden bisher nicht veröentlicht. Durch
das am besten untersuchte Verbrennungsaerosol, Zigarettenrauch, ist aber experimentell belegt,
dass Aerosole aus der Biomasseverbrennung im Stande sind, in vitro DNA-Schäden hervorzuru-
fen (Thorne et al. 2009).
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Die alkalische Entwindung detektiert prinzipiell sowohl SSB als auch DSB, da aber bereits
das zelluläre SSB Grundlevel die induzierbaren DSB-Raten deutlich übersteigt (Vilenchik und
Knudson 2003), kann davon ausgegangen werden, dass der Beitrag der DSB zum Analysenergebnis
vernachlässigbar ist und die erhöhte Strangbruchrate auf SSB zurückzuführen ist. Obwohl die
γ-H2AX Analyse primär zur Analyse von DSB verwendet wird, könnten aber auch Noxen, die
letztlich SSB induzieren, die γ-H2AX Signaltransduktion erklären (siehe S. 83). Die möglichen
Kandidaten für die SSB-Induktion werden zusammen mit den Ergebnissen der systembiologischen
Analyse erörtert.
3.3.6.2. Volatile Bestandteile des Holzrauchaerosols aktivieren die MAP Kinasekaskade
Die mRNA-Seq Analyse identizierte mehrere induzierte Zielgene der MAP Kinasen (MAPK).
Um die Aktivierung dieser Signalkaskade auf Proteinebene zu verizieren, wurde die Phospho-
rylierung der MAPK p38, JNK1/2 und ERK1/2 im Western Blot überprüft. Die Phosphorylierung
von p38 und MK2, einem Substrat von p38, war in A549 und BEAS-2B Zellen gasphasenbedingt
erhöht (Abb. 3.27A,B). In A549 Zellen war dieser Eekt deutlicher feststellbar als in BEAS-2B Zellen.
Dort wird die Interpretation des p-p38 Signals aufgrund einer Abnahme der p38 Proteinmenge, die
als Ladekontrolle dient, erschwert. In der Quantizierung der Westernblot Ergebnisse wurde das
Signal des Zielproteins auf das Signal der Ladekontrolle normiert, weshalb trotz des absolut etwa
gleichbleibenden p-p38 Signals in BEAS-2B, auch hier die Behandlung zu einer relativen Erhöhung
von p-p38 führte. Auch Lamin B, dessen Detektion als Ladekontrolle bei der Überprüfung von
p-MK2 diente, war in behandelten Zellen erniedrigt, hier ist die Erhöhung des p-MK2 Gehaltes
aber trotzdem noch direkt bei Betrachtung des p-MK2 Signals ersichtlich. PCNA, ein weiteres
Referenzprotein, nahm in BEAS-2B Lysaten nach Quantizierung geringfügig ab. Für die Western
Blot Analysen wurden stets gleiche Probenvolumina aufgetragen, weshalb die Abnahme der La-
dekontrollen für eine niedrigere Proteinkonzentration in den Zelllysaten spricht. Ein möglicher
Grund hierfür könnte ein Proteinverlust aufgrund von Zelltod zum Zeitpunkt der Zelllyse sein. Die
Bestimmung der Zytotoxizität nach 4 h Behandlung ergab bei Überprüfung der BEAS-2B Zellen
allerdings nur eine vernachlässigbare Toxizität (Abb. 3.13). Die transkriptionellen Veränderungen
der Translationsregulierung könnten bedeuten, dass ein Translationsblock vorliegt. Ob dieser die
Abnahme des Proteingehaltes nach bereits 4 h erklären kann, muss in zusätzlichen Untersuchungen
überprüft werden. Theoretisch könnte es sich hierbei auch um spezische Eekte auf die Gehalte
von p38, Lamin B und PCNA handeln. Aus diesen Gründen konnte letztlich nicht geklärt werden,
wie es zur Abnahme dieser Proteine in den BEAS-2B Zelllysaten kam.
Die Aktivierung von JNK1/2, dessen Substrat c-Jun, sowie ERK1/2 wurde nur in A549 Zellen
überprüft. Auch hier war an in allen Fällen eine durch die Gasphasenkomponenten bedingte
Aktivierung detektierbar, die für JNK stärker ausel als für ERK1/2 (Abb. 3.27C-E). Insgesamt konnte
nach 4 h Behandlung mit dem 1:10 verdünnten Buchenverbrennungsaerosol die Aktivierung der drei
MAPK p38, JNK und ERK auf Proteinebene klar gezeigt werden. Mit MK2 und c-Jun waren ebenfalls
Substrate von p38 bzw. JNK aktiviert. In allen Fällen waren keine nennenswerten Unterschiede
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Abbildung 3.27.: DieGasphase desHolzrauchs aktiviert dieMAP-KinasenKaskade.A549 und BEAS-
2B Zellen wurden 4 h mit Reinluft, komplettem Holzverbrennungsaerosol (Aerosol) und partikelgeltertem
Aerosol (Gasphase) behandelt. Aus Gesamtzelllysaten wurde mit SDS-PAGE und Western Blotting die
Phosphorylierung verschiedener Proteine der MAP-Kinasen Kaskade untersucht. Dargestellt sind reprä-
sentative Blots und die zugehörige Quantizierung relativ zur Reinluftkontrolle nach Normierung auf die
Ladekontrolle (unphosphorylierte Form des Proteins oder Lamin B) der Aktivierung von p38 (A), MK2 (B),
JNK (C), c-Jun (D) und ERK1/2 (E). Die Quantizierung zeigt den Mittelwert der Blots von 3 (MK2, c-Jun: 2)
unabhängigen Versuchen mit je einer Probe pro Bedingung, erhalten durch Vereinigung der Gesamtzelllysate
von mindestens 2 Replikaten sowie die Standardabweichung bzw. R/2 bei nur 2 Werten.
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zwischen Gasphasen- und Aerosolbehandlung sichtbar, das heißt auch für diesen Endpunkt sind die
Gasphasenkomponenten der entscheidende Faktor. MAPK können durch verschiedene Stressstimuli
aktiviert werden (Chang und Karin 2001). Die Beteiligung der MAPK bei der toxischen Wirkung
von Partikeln aus Verbrennungsprozessen wurde bereits häug gezeigt und zum Beispiel mit
ROS, Metallen oder PAKs in Verbindung gebracht (Corsini et al. 2013; Fritsch-Decker et al. 2011;
Jarvis et al. 2014). Die Regulierung von MAPK durch gasförmige Verbrennungsemissionen wurde
hingegen bislang nicht untersucht. Möglicherweise spielen auch hier ROS eine Rolle, wie am Beispiel
von Styren und Benzol gezeigt wurde (Mögel et al. 2011), beides volatile Aromaten, die auch bei
der Holzverbrennung entstehen (McDonald et al. 2000). Gegen ROS als Verursacher der MAPK-
Aktivierung spricht allerdings, dass in der mRNA-Seq Analyse auf anderen Signalwegen keine
Hinweise auf eine anti-oxidative Stressantwort aufgefallen waren. In präliminären Experimenten
zur Untersuchung der ROS-Bildung mit H2DCF konnte ebenfalls keine ROS Induzierung durch
den Holzrauch festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Auch verschiedenste Arten von DNA-
Schäden führen zur Aktivierung der MAPK (Herrlich et al. 2008; Kharbanda et al. 2000; Schreck et al.
2015), was angesichts der deutlichen DNA-Schadensantwort eine plausible Erklärung darstellt. Zur
weiteren Eingrenzung der möglichen Verursacher der MAPK-Aktivierung sei an dieser Stelle auf
den systembiologischen Ansatz im Abschnitt 3.3.7.1 verwiesen, der sich das breite Spektrum der
mRNA-Sequenzierung zu Nutze macht, um die Wirkungen der Holzrauchgasphase mit bekannten
Wirkmechanismen abzugleichen.
3.3.6.3. Beeinflussung metabolischer Flüsse
Die Verizierung der Veränderungen im Energiestowechsel erfolgte in Kooperation mit Pro-
jektpartnern (Sean C. Sapcariu, Arbeitsgruppe Karsten Hiller, Universität Luxemburg) durch eine
unvoreingenommene Analyse des Metaboloms mittels GC-MS. Die verwendete Methode erfasst
polare, kurzkettige Metabolite, die durch Silylierung derivatisierbar und in detektierbarer Menge
vorhanden sind. Dies sind vor allem Intermediate aus dem TCA sowie Aminosäuren. Neben den
Veränderungen in der Konzentration der Metabolite wurden auch Veränderungen der metaboli-
schen Flüsse untersucht, das heißt über welchen metabolischen Weg es zur Zu- oder Abnahme der
quantizierten Metabolite kommt. Dies wird erzielt durch die Verwendung von
13
C-markierter
Glucose und Glutamin, deren metabolisches Schicksal massenspektrometrisch quantitativ verfolgt
wird (Buescher et al. 2015). In Abbildung 3.28 sind zunächst die auf die Kontrolle normierten Kon-
zentrationsverhältnisse der Metaboliten, ungeachtet ihrer Isotopenzusammensetzung, in A549 und
BEAS-2B abgebildet, nachdem sie 4 h mit komplettem und partikelgeltertem Holzrauchaerosol
behandelt wurden. Wie bereits in den meisten anderen analysierten Endpunkten waren die Eekte
auch hier wieder auf Verbindungen in der Gasphase zurückzuführen. Allerdings traten hier in den
gemessenen Metabolitkonzentrationen teilweise Unterschiede zwischen A549 und BEAS-2B Zellen
auf, obwohl sich die Genexpression des Energiemetabolismus in beiden Zelllinien gleich verhielt.
In A549 nahm der Gehalt an Citrat und Lactat zu, was zunächst auf einen erhöhten Pyruvatabbau,
sowohl anaerob zu Lactat, als auch durch Einuss über Acetyl-CoA in den TCA deutet. Glycin und
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Abbildung 3.28.: Gasphasenbestandteile aus der Holzverbrennung verändern die Konzentration
der Metaboliten des Citratzyklus. A549 (A) und BEAS-2B Zellen (B) wurden 4 h mit Reinluft, komplet-
tem Holzverbrennungsaerosol (Aerosol) und partikelgeltertem Aerosol (Gasphase) behandelt. Danach
wurden die polaren Metabolite extrahiert und mittels GC-MS anhand charakteristischer Fragmente im SIM
quantiziert. Die Boxplots zeigen den Median (dicke Linie), das 1. bis 3. Quartil (Box) und den entsprechen-
den 1.5-fachen IQR (Whisker) der Mittelwerte aus 6 Experimenten mit je 3 Replikaten. (C) Übersicht der
Metaboliten des TCA mit den qualitativen Änderungen in Folge der Behandlung mit Aerosol oder Gasphase
aus (A) und (B). Der Farbcode entspricht der Anzahl der Kohlensto-Atome. Dieser Versuch wurde in
Kooperation mit Sean C. Sapcariu (Universität Luxemburg) durchgeführt.
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Alanin nahmen beide ab. Auch dies könnte im Zusammenhang mit einer veränderten Glykolyse
bzw. Pyruvateinuss in den TCA stehen. In BEAS-2B Zellen hingegen nahmen Citrat, Alanin,
Lactat und Glycin allesamt ab. Auf die möglichen Gründe wird weiter unten eingegangen. Ebenfalls
war Pyruvat erniedrigt, welches in A549 Zellen aufgrund der zum Analysenzeitpunkt verwendeten
GC-MS Methode nicht quantiziert werden konnte. Da in BEAS-2B Zellen alle erfassten Reakti-
onsprodukte von Pyruvat erniedrigt waren, stellt sich die Frage, ob in dieser Zelllinie die gesamte
Glykolyse gehemmt war. In beiden Zelllinien nahm ferner der Glutamatgehalt ab und gleichzeitig
Succinat zu, was für einen verstärkten Eintrag von Glutamat in den TCA spricht, dessen weitere
Umsetzung aber bei der Succinatmetabolisierung geblockt scheint, da die Malatkonzentration
abnimmt.
Insgesamt zeigt die Quantizierung der Metabolitkonzentrationen, dass die Behandlung mit
dem Holzrauchaerosol zu deutlichen Veränderungen der Intermediate des Energiemetabolismus
führt. Allein auf Basis dieser Daten ist es aber kaum möglich, die Gründe für die festgestellten
Veränderungen zu benennen, da für jede Konzentrationsänderung eines Metaboliten verschiedene
Erklärungen in Frage kommen. Zum Beispiel kann in den meisten Fällen nicht abgeleitet werden,
ob es veränderte Zu- oder Abüsse sind, die die Konzentrationsänderungen bewirken. Eine weitere
Hürde bei der Interpretation der Daten ist, dass auch die Sekretion von Metaboliten ins Zellkultur-
medium berücksichtigt werden muss, welche durch eine Behandlung der Zellen ebenfalls verändert
sein könnte. Da es durch das hohe Volumen des Zellkulturmediums im ALI-System zu einer starken
Verdünnung der eventuell sekretierten Metaboliten kommt, konnten diese nicht bestimmt werden.
Aus diesem Grund ist die isotopengestützte Flussanalyse sehr wertvoll bei der Interpretation von
Metabolitenveränderungen, denn sie liefert weitere Hinweise über den Stowechselweg, über den
die Änderungen zustande kommen. Da hierbei nur Isotopenverhältnisse bestimmt werden, ist die
Flussanalyse zudem unempndlich gegenüber Verlusten während der Probenaufarbeitung oder
Ungewissheiten durch in das Medium abgegebene Metaboliten.
Für die Analyse der metabolischen Flüsse wurden Versuche mit isotopenmarkierter Glucose
und Glutamin durchgeführt. In getrennten Versuchen wurde entweder Glucose oder Glutamin







C5). Durch Kombination der Ergebnisse aus beiden Versuchen kann
ermittelt werden, zu welchem Anteil ein Metabolit aus Glucose- bzw. Glutaminquellen gebildet
wurde. Abbildung 3.29 zeigt zur Verdeutlichung des Prinzips die anteiligen Kohlenstoquellen von
Glutamat undα-Ketoglutarat in A549 (rot) und BEAS-2B Zellen (blau) nach Reinluftbehandlung. Die
Zellen wurden für 24 h in den isotopenmarkierten Medien kultiviert, damit sich für die Metaboliten
des TCA ein Gleichgewicht der Isotopenverteilung einstellt. Es zeigt sich, dass Glutamat in beiden
Zelllinien zum größten Teil aus Glutamin hervorgeht. α-Ketoglutarat wird in A549 Zellen zu
gleichen Anteilen aus Glutaminquellen gebildet wie Glutamat. In BEAS-2B Zellen ist der Beitrag von
Glutamin zuα-Ketoglutarat dagegen deutlich geringer, dieα-Ketoglutarat-Vorläufer stammen daher
vermehrt aus dem TCA und werden dort aus nicht-Glucose Quellen gebildet. An α-Ketoglutarat
kann also abgelesen werden, dass A549 Zellen Glutamin zu größeren Anteilen in den TCA schleusen
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Abbildung 3.29.: Prinzip der Stabilisotopenanalyse metabolischer Flüsse A549 und BEAS-2B Zellen




C5 markiert und 4 h mit
Reinluft behandelt. Danach wurden die polaren Metabolite extrahiert und mittels GC-MS anhand charakteris-
tischer Fragmente quantiziert. Die Menge des Kohlenstos, der aus der markierten Glucose bzw. Glutamin
stammt und in α-Ketoglutarat eingebaut wurde, sowie der Anteil der aus nicht-markierten Quellen (sonstige)
stammt, ist anteilig dargestellt.
als BEAS-2B Zellen. Dieses Ergebnis war erwartet, da Tumorzellen zu größeren Teilen auf die
Glutaminverstowechslung zurückgreifen als die immortalisierten Zellen (Vander Heiden et al.
2009).
Nach diesem Prinzip wurde analysiert, welche Veränderungen die Behandlung mit dem kom-
pletten und gelterten Holzrauchaerosol auf die Umsetzung der angebotenen Kohlenstoquellen
zu ausgewählten Metaboliten bewirkte (Abb. 3.30). Die Metabolitenveränderungen in A549 legten
nahe, dass die Aerosolbehandlung die Bildung von Citrat und Lactat aus Pyruvat erhöhte (Abb. 3.28).
Lactat wird unabhängig von der Behandlung fast ausschließlich aus Glucoseprodukten gebildet,
weshalb die Konzentrationszunahme von Lactat durch verstärkten anaeroben Abbau von Pyruvat
oder einer erniedrigten Lactatsekretion ins Medium zustande kommt. Der anteilige Pyruvateinbau
in Citrat geht nach der Aerosolbehandlung allerdings zurück, da weniger markierte Glucose zu Ci-
trat umgesetzt wird. Die trotzdem erhöhten Citratkonzentrationen gehen somit auf einen erhöhten
Einbau von Kohlensto aus Glutamin- und sonstigen Quellen zurück.
Ebenfalls war die Aufteilung der Kohlenstoquellen von Glutamat unverändert, weshalb die
Abnahme der Glutamatkonzentration (Abb. 3.28) vermutlich nicht durch eine geringere Desaminie-
rung von Glutamin bewirkt wird. α-Ketoglutarat wird vermutlich einzig durch Transaminierung
von Glutamat gebildet, denn die Verteilung der Kohlenstoherkunft der beiden Metabolite ist
deckungsgleich. Succinat, das Reaktionsprodukt von α-Ketoglutarat im TCA war nach Behandlung
in deutlich höheren Konzentrationen vorhanden (Abb. 3.28). Interessanterweise unterscheidet sich
die Kohlenstoherkunft von Succinat unter Kontrollbedingungen aber deutlich von α-Ketoglutarat.
Hier wird rund die Hälfte des zellulären Succinats nicht aus Glucose oder Glutamin, sondern aus
anderen Kohlenstoquellen gebildet. Da diese anderen Quellen jedoch nicht wesentlich zur Bildung
von Malat beitragen, trägt eine vom TCA unabhängige, vermutlich im Cytosol kompartimentierte,
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Abbildung 3.30.: Veränderung der metabolischen Flüsse in A549 Zellen nach Behandlung mit
dem Holzrauchaerosol. A549 Zellen wurden in separaten Experimenten entweder mit Glucose-13C6
oder Glutamin-
13
C5 markiert und 4 h mit Reinluft, komplettem Holzverbrennungsaerosol (Aerosol) und
partikelgeltertem Aerosol (Gasphase) behandelt. Danach wurden die polaren Metabolite extrahiert und
mittels GC-MS anhand charakteristischer Fragmente quantiziert. Die Menge des Kohlenstos, der aus der
markierten Glucose bzw. Glutamin stammt wurde ermittelt und der Anteil berechnet, der aus sonstigen
Quellen stammt (Dierenz zu 1). Dargestellt sind die anteiligen Fraktionen aus den Mittelwerten + SEM von
3 Experimenten pro Isotopenmarkierung mit je 3 Replikaten. Dieser Versuch wurde in Kooperation mit Sean
C. Sapcariu (Universität Luxemburg) durchgeführt.
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Abbildung 3.31.: Veränderung der metabolischen Flüsse in BEAS2-2B Zellen nach Behandlung




C5 markiert und 4 h mit Reinluft, komplettem Holzverbrennungsaerosol (Aerosol)
und partikelgeltertem Aerosol (Gasphase) behandelt. Danach wurden die polaren Metabolite extrahiert
und mittels GC-MS anhand charakteristischer Fragmente quantiziert. Die Menge des Kohlenstos, der aus
der markierten Glucose bzw. Glutamin stammt wurde ermittelt und der Anteil berechnet, der aus sonstigen
Quellen stammt (Dierenz zu 1). Dargestellt sind die anteiligen Fraktionen aus den Mittelwerten + SEM von
3 Experimenten pro Isotopenmarkierung mit je 3 Replikaten. Dieser Versuch wurde in Kooperation mit Sean
C. Sapcariu (Universität Luxemburg) durchgeführt.
Succinatquelle zur totalen Menge an Succinat bei. Somit scheint Holzrauch die TCA-unabhängige
Synthese von Succinat zu inhibieren, und im TCA die Metabolisierung von Succinat zu Malat zu
blockieren.
In BEAS-2B Zellen sehen die Veränderungen der metabolischen Flüsse sehr ähnlich wie in
A549 aus, selbst bei den Metaboliten bei denen sich die Konzentrationsveränderungen unterschie-
den (Abb. 3.31). Lactat bestand zum größten Teil aus Kohlenstoatomen, die über die Glykolyse
bereitgestellt wurden. Ihr relativer Anteil nahm nach der Behandlung noch ein wenig zu. Rund
ein Fünftel des Lactats stammt aber auch von Glutamin, ein Stowechselweg der in A549 nicht zu
beobachten war. Alanin erfährt eine drastische Zunahme von Kohlensto der weder aus Glucose,
noch aus Glutamin stammt. Da die Alaninkonzentration mit der Behandlung deutlich abnahm, ist
diese Veränderung vor allem auf einen Rückgang der Bildung von Alanin aus Pyruvat zurückzu-
führen. Der gleiche Vorgang war weniger deutlich auch in A549 zu beobachten. Pyruvat erfuhr
einen deutlichen Rückgang des Anteils aus Glucose, was die Vermutung aus der Analyse der
Metabolitenkonzentrationen bestätigt, dass die Glykolyse in BEAS-2B gehemmt wurde. In A549
konnte Pyruvat nicht zweifelsfrei quantiziert werden.
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Auch die Verteilung der Kohlenstoquellen von Citrat zeigt, wie bereits bei A549 Zellen, einen
Rückgang des oxidativen Abbaus von Glucose über den TCA. Gleichzeitig war die Gesamtkon-
zentration von Citrat erniedrigt. In BEAS-2B Zellen reagiert ein großer Teil des Citrats im TCA
weiter zu α-Ketoglutarat, im Gegensatz zur Situation in A549, wo α-Ketoglutarat zum größten
Teil aus Glutamat hervorgeht. Im Fall von BEAS-2B nimmt die Citratverwertung im TCA mit der
Holzrauchbehandlung leicht zu, was aufgrund der verminderten Nachbildung von Citrat mög-
licherweise die Abnahme der Citratkonzentrationen in BEAS-2B Zellen erklärt. Der Grund der
Zunahme des Citrats in A549 Zellen liegt auf Basis der ermittelten Daten am wahrscheinlichsten
nicht an einer veränderten Verwertung im TCA, sondern ist in einer Citrat bildenden Reaktion
außerhalb des TCA zu suchen.
Detailliertere Einblicke in die Veränderungen der metabolischen Flüsse sind durch Betrachtung
der Verteilung der Metabolit-Isotopomeren möglich (Buescher et al. 2015). So lässt sich feststellen,
dass Holzrauch in beiden Zelllinien zu einer drastischen Erhöhung des M5 Isotopomers von Citrat
bei Markierung der Zellen mit Glutamin-
13
C5 führt. Bei diesem M5 Isotopomer stammen 5 der 6
Kohlenstoatome des Citrats von Glutamin (Abb. 3.32B). Es entsteht durch reduktive Carboxy-
lierung von α-Ketoglutarat (Metallo et al. 2011) (Kohlensto dargestellt in Rot, Abb. 3.32 A). Der
übliche oxidative Abbau von Glutamin-
13
C5 über den TCA führt hingegen nach CO2-Abspaltung
lediglich zum M4- und, zu geringeren Anteilen, zum M2-Isotopomer von Citrat (Kohlensto dar-
gestellt in Grau, Abb. 3.32 A). Die reduktive Carboxylierung wird von Zellen zur Bereitstellung
von Acetyl-CoA für die Lipidsynthese genutzt, falls dieses aufgrund einer gesteigerten anaeroben
Reduktion von Pyruvat zu Lactat nicht aus der Glykolyse zur Verfügung steht (Metallo et al. 2011).
Somit führt Holzrauch durch geringeren Einbau von Pyruvat in den TCA zu einer Limitierung des
zur Verfügung stehenden Acetyl-CoA und die Zellen kompensieren dies durch reduktive Carboxy-
lierung. Dies ist ein Ergebnis, das mit Verwendung von konventionellen Metabolitenanalysen nicht
möglich gewesen wäre.
Zusammenfassend konnte mit der Metabolomanalyse gezeigt werden, dass die metabolischen
Gleichgewichte durch die Gasphase deutlich beeinusst wurden. Die deutlichsten Änderungen im
Kohlenhydratstowechsel nach 4 h waren die Abnahme der oxidativen Verstowechslung von
Pyruvat durch den TCA, die Akkumulation von Succinat und die erhöhte reduktive Carboxylierung
von α-Ketoglutarat. Ein Umschalten des oxidativen Metabolismus, hin zu anaerober Glykolyse, ist
eine mögliche Reaktion auf zelluläre ROS. Da die mitochondriale Atmungskette die Hauptquelle
endogener ROS darstellt, wirkt die Umstellung des Metabolismus der weiteren ROS Akkumulation
entgegen (Ott et al. 2007). Aus der Erforschung des Warburg-Eekts ist bekannt, dass der Tran-
skriptionsfaktor HIF-1 eine maßgebliche Rolle bei der transienten Erniedrigung der oxidativen
Pyruvatverstowechslung zugunsten der anaeroben Glykolyse hat. ROS können z.B. durch Inhibie-
rung der HIF-Prolylhydroxylase (PHD) zu einer HIF-1α Stabilisierung führen (Selak et al. 2005).
PHD benötigt Fe
2+
als Kofaktor, das durch ROS vermehrt zu Fe
3+
oxidiert wird (Mills und O’Neill
2014). Eine echte Hypoxie als Ursache einer möglichen HIF-1α Stabilisierung ist hingegen unwahr-
scheinlich. Durch die 10-fache Verdünnung des Verbrennungsaerosols mit Umgebungsluft ist der
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Abbildung 3.32.: Behandlung mit Holzrauchaerosol induziert den reduktiven Glutaminmetabol-
ismus in A549 und BEAS-2B Zellen. (A) Der reduktive Metabolismus von Glutamin-13C5 führt zu Citrat-
13
C5 (M5), der oxidative hingegen zu Citrat-
13
C4 (M4), zur Erläuterung siehe Text. (B) A549 und BEAS-2B
Zellen wurden mit Glutamin-
13
C5 markiert und 4 h mit Reinluft, komplettem Holzverbrennungsaerosol
(Aerosol) und partikelgeltertem Aerosol (Gasphase) behandelt. Danach wurden die polaren Metabolite
extrahiert und mittels GC-MS anhand charakteristischer Fragmente der prozentuale Anteil von Citrat M5
vom gesamten Citrat bestimmt. Abgebildet ist der Mittelwert + SEM von je 3 unabhängigen Experimenten
mit je 3 Replikaten. Dieser Versuch wurde in Kooperation mit Sean C. Sapcariu (Universität Luxemburg)
durchgeführt.
Sauerstogehalt des Aerosols nahezu gleich wie in der reinen Umgebungsluft, die als Referenz
verwendet wurde. Eventuell ist auch das im Holzrauch vorkommende NO in der Lage, die HIF-1α
Signaltransduktion zu aktivieren (Semenza 2001). Auch eine Erhöhung der zellulären Succinatkon-
zentration, wie in beiden Zelllinien festgestellt wurde, hemmt die HIF-Prolylhydroxylase (PHD)
durch Produkthemmung (Selak et al. 2005). Eine Succinatakkumulation in Succinatdehydrogenase-
dezienten Zellen wurde als neuer Kanzerogenese-Mechanismus identiziert (King et al. 2006), was
eine interessante Verbindung zwischen den Wirkungen von Holzrauch und pathogenen Vorgängen
darstellt. Da HIF-1α in den Verschiebungen der Stowechselgleichgewichte eine zentrale Rolle
spielt, sollte die HIF-1α Regulierung nach Holzrauchbehandlung in zukünftigen Experimenten
genauer untersucht werden.
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3.3.7. Identifizierung toxischer Gasphasenkomponenten
3.3.7.1. Systembiologischer Ansatz
Eines der Hauptziele dieser Dissertation war es, die für die toxikologischen Wirkungen verant-
wortlichen Komponenten im Holzrauch zu identizieren. Anhand der Transkriptomanalyse und
den Validierungsexperimenten konnte gezeigt werden, dass Komponenten der Gasphase für die
beobachteten Wirkungen verantwortlich sind. Diese Substanzen in der Gasphase zu identizieren
ist kein leichtes Unterfangen, denn die Vielzahl der volatilen Verbindungen im Verbrennungsae-
rosol und deren teilweise nur spärlich vorhandene toxikologische Charakterisierung erschwert
es, sinnvoll einzelne Kandidaten zu selektieren und experimentelle Daten abzugleichen. Die hohe
Informationstiefe der Transkriptomanalyse bietet jedoch Möglichkeiten, die Kandidatenauswahl
einzuschränken. Die Genexpressionsdaten der Holzrauchexperimente können mit Datenbanken
verglichen werden, in denen die durch verschiedenste Substanzen induzierten Genexpressionprole
hinterlegt sind. Wenn ein Eintrag in einer Datenbank eine hohe Ähnlichkeit zum Genexpressions-
prol von Holzrauch aufweist, wirkt die Substanz aus der Datenbank womöglich über ähnliche
Mechanismen wie die gesuchten Komponenten im Holzrauch. Mit einem solchen „systembio-
logischen“ Ansatz wurde versucht, die verantwortlichen Gasphasenkomponenten einzugrenzen
oder gar zu identizieren. Die „Connectivity Map“ (www.broadinstitute.org/cmap/) ist ein häug
Tabelle 3.4.: Die besten 5 Treer der Connectivity Map Analyse, durchgeführt mit den 100 signikantesten
induzierten und reprimierten Transkripten in A549 und BEAS-2B Zellen nach Behandlung mit Holzver-
brennungsaerosol. Die Konnektivität ist ein Maß für die Ähnlichkeit mit dem Genexpressionsprol der

















verwendetes Werkzeug für den Vergleich des Genexpressionsprols von Noxen mit einem bislang
unbekannten Wirkmechanismus mit den Prolen von Einzelsubstanzen, deren Wirkmechanismen
bereits bekannt sind. Sie beruht auf 6100 Genexpressionsdatensätzen aus Experimenten mit 1309
verschiedenen Substanzen. Für jeden Datensatz wird aus allen analysierten Genen, gemäß der
Stärke ihrer Regulation, eine Rangfolge gebildet. Mit diesen Rangfolgen werden die dierentiell
exprimierten Gene des eigenen Experiments verglichen und so ein Maß für die Übereinstimmung
ermittelt, der Konnektivitätswert (Lamb et al. 2006). Die Konnektivitätsanalyse unter Verwendung
der je 100 signikantesten induzierten und reprimierten Gene durch die Verbrennungsgasphase
ergab eine auällig hohe Konnektivität zu mehreren Gentoxinen (Tabelle 3.4). Die Topoisome-
rasehemmer Camptothecin (CPT) und Irinotecan (ITCN) waren in beiden Zelllinien unter den
besten Treern, Mitoxantron (MTX) zusätzlich in BEAS-2B Zellen. Topoisomerase ist ein wichti-
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Abbildung 3.33.: Das Ergebnis der Connectivity Map Analyse ist spezisch für Topoisomerase-
hemmer. Für verschiedene Gentoxine wurde mit den je 100 signikantesten hoch- und herunter regulierten
Transkripten in A549 Zellen nach Behandlung mit der Holzverbrennungsgasphase eine Hauptkomponenten-
analyse basierend auf den Expressionsdaten des Connectivity Map Datensatzes durchgeführt. Topoisomera-
sehemmer werden durch die ersten beiden Hauptkomponenten deutlich von anderen Gentoxinen getrennt.
Die individuellen Datenpunkte stellen unterschiedliche Experimente der gleichen Konzentration, aber in bis
zu 3 verschiedenen Zelllinien dar.
ges Enzym bei der Transkription und Replikation. Seine Funktion ist es, die Superspiralisierung
der DNA zu entspannen und so für die Zugänglichkeit des DNA Stranges zu sorgen. Die Ga-
sphasenkomponenten zeigten in beiden Zelllinien ebenfalls ein vergleichbares Wirkprol wie
Azacitidin, ein Methyltransferasehemmer (Stresemann und Lyko 2008). Die hohe Konnektivität
zu den Toposiomerasehemmern muss nicht durch eine spezische Genregulation in Folge von
Topoisomerasehemmung zustande kommen, sondern könnte auch das Ergebnis einer allgemeine-
ren Genregulation in Folge von DNA-Schädigung sein. Deshalb wurde das Genexpressionsprol
weiterer Gentoxine, die nicht die Topoisomerase hemmen, mit den durch Holzrauch induzierten
Veränderungen verglichen. Hierzu wurde die Hauptkomponentenanalyse (PCA, principle com-
ponent analysis) verwendet. Die PCA ist ein mathematisches Verfahren, mit dem Datensätze mit
vielen Variablen (hier die regulierten Gene) durch neu berechnete Variablen (den Hauptkompo-
nenten), die sich aus den unterschiedlich stark gewichteten Ausgangsvariablen zusammensetzen,
vereinfacht dargestellt werden können. Die Hauptkomponenten werden sequentiell so berechnet,
dass jede hinzukommende Hauptkomponente den maximalen zusätzlichen Informationsgehalt
des Datensatzes wiedergibt, der nicht bereits durch die vorangegangen Hauptkomponenten be-
schrieben wurde. So reichen üblicherweise bereits die ersten 2-3 Hauptkomponenten aus, um die
Unterschiede zwischen den Daten eines Datensatzes ausreichend zu beschreiben (Jollie 2002).
Aus der Hauptkomponentenanalyse ist ersichtlich, dass Topoisomerasehemmer und alkylierende
Gentoxine zu unterscheidbaren Genexpressionsmustern führen (Abb. 3.33). Dies bedeutet, dass
die Connectivity Map die Wirkprole von Gentoxinen verschiedener Wirkmechanismen von-
einander dierenzieren kann. Daher ist es wahrscheinlich, dass ein großer Teil der regulierten
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Gene in den Holzrauchexperimenten durch Substanzen erklärt werden kann, die ebenfalls die
Topoisomerasen beeinträchtigen, bzw. die gleichen Signalwege aktivieren wie CPT, ITCN und
MTX. Der Wirkmechanismus von CPT und ITCN, einem CPT Derivat, beruht auf der Bildung von
DNA-Protein-Verknüpfungen (DNA-protein crosslinks, DPCs) durch permanente Stabilisierung
von normalerweise transienten kovalenten DNA-Topoisomerase I Intermediaten (Hsiang et al.
1989; Kawato et al. 1991). Mitoxantron, ein Doxorubicin-Analogon, führt auf die gleiche Weise
zur Bildung von Topoisomerase II DPCs (Fox und Smith 1990). Auch die hohe Konnektivität der
Gasphase zu Azacitidin beruht auf einem ähnlichen Mechanismus. Azacitidin ist ein synthetisches
Nukleosid, das nach metabolischer Aktivierung als Aza-Desoxycytosin anstelle von Cytosin in
die DNA eingebaut werden kann und dann als Inhibitor von Methyltransferasen fungiert. Die
Inhibierung der Methyltransferasen beruht auf der Ausbildung einer kovalenten Bindung von
Aza-Desoxycytosin mit dem aktiven Zentrum des Enzyms (Stresemann und Lyko 2008). Azacitidin
führt somit, wie bereits die Topoisomerasehemmer, zur Bildung von DPCs. Es gibt daher Grund
zur Annahme, dass die Ähnlichkeit der Gensignatur zwischen Zellen nach Gasphasenbehandlung
und Zellen die mit den eben diskutierten Substanzen behandelt wurden, auf der Bildung von DPCs
beruht. Diese These wird durch die Bildung von kovalenten Protein-Protein Verknüpfungen bekräf-
tigt, die häug parallel zu DPCs durch quervernetzende Substanzen induziert werden (Abb. 3.34).
Bei der Western Blot Detektion von PCNA (proliferating cell nuclear antigen) el auf, dass in beiden
untersuchten Zelllinien reproduzierbar eine Bande mit der dreifachen Proteingröße beobachtet
wurde. Montaner et al. (2007) beschrieben diese Bande als kovalent verknüpftes PCNA-Trimer. Die































Abbildung 3.34.: Die Gasphase des Holzverbrennungsaerosols führt in Lungenepithelzellen zu
kovalenten Quervernetzungen des Kernproteins PCNA. A549 und BEAS-2B Zellen wurden 4 h mit
Reinluft, komplettem Holzverbrennungsaerosol (Aerosol) und partikelgeltertem Aerosol (Gasphase) behan-
delt. Aus Gesamtzelllysaten wurde mit SDS-PAGE und Western Blot die Anwesenheit von PCNA-Multimeren
untersucht. Die Holzrauchbehandlung führt in beiden Zelllinien zu einer PCNA Bande mit der dreifachen
Proteingröße (93 kDa) wie das PCNA-Monomer (31 kDa). Um die Bande bei 93 kDa deutlicher sichtbar zu
machen wurde bei erhöhter Sensitivität gescannt und eine Pixelsättigung der 31 kDa Bande in Kauf genom-
men. Abgebildet ist je ein repräsentatives Experiment von 3 unabhängigen Versuchen. Dieses Experiment
wurde von Larissa Ramme während ihrer Diplomarbeit durchgeführt.
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Tabelle 3.5.: Quantizierung der Carbonyle in der 1:10 verdünnten Gasphase des Holzverbrennungsaerosols.
Die Probenahme erfolgte mittels DNPH-Kartuschen innerhalb des Expositionssystems anstelle der Zellkul-
turen. Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) der Messwerte von je 8 Proben aus
je 2 unabhängigen Holzverbrennungen. Die Quantizierung erfolgte mittels GC-MS durch Ahmed Reda
(HMGU München).
Analyt [µg/m3] Gasphase ± SD Raumluft ± SD
Formaldehyd 2239 ± 877 62 ± 21
Acetaldehyd 1064 ± 475 33 ± 10
Propanal 52 ± 11 4.3 ± 1.2
Aceton 503 ± 109 59 ± 21
Isobutanal 12 ± 1 <LOD
Acrolein 61 ± 8 <LOD
Butanal 41 ± 14 2.4 ± 1.0
2-Butanon 50 ± 11 3.5 ± 0.6
Methacrolein 47 ± 13 <LOD
Isopentanal <LOD <LOD
Pentanal 32 ± 10 <LOD
Crotonaldehyd 37 ± 22 6.1 ± 2.6
Hexanal <LOD <LOD
Aldehyde können mit freien Aminogruppen von Proteinen und DNA-Basen reagieren und diese
miteinander verknüpfen (Kawanishi et al. 2014; Kennedy-Darling und Smith 2014; Stingele und
Jentsch 2015). Da Aldehyde, vor allem FA und Acetaldehyd (AA), in relevanten Mengen im unter-
suchten Verbrennungsaerosol vorkamen (Tabelle 3.5), stellt die Bildung von DPCs durch Aldehyde
in der Gasphase des Holzrauchs eine plausible Erklärung für die beobachteten Veränderungen
im Transkriptom dar. Dennoch muss beachtet werden, dass auch oxidative Schädigungen zur
Bildung von kovalenten PCNA Verknüpfungen (Montaner et al. 2007) und DPCs (Barker et al. 2005)
führen können. Daher wurde als nächstes versucht, Aldehyde als Auslöser der beobachteten Eekte
experimentell zu bestätigen.
3.3.7.2. Aldehyde in der Gasphase als Verursacher der toxischen Eekte
Zunächst wurde überprüft, ob in A549 Zellen auch nach submerser Behandlung mit FA die Bildung
von PCNA-Trimeren im Western Blot beobachtet werden kann. Wie erwartet, führte bereits eine
kurze Behandlungszeit von zwei Stunden zu einer konzentrationsabhängigen Zunahme der PCNA-
Trimere in A549 Zellen (Abb. A14). Auch die von Montaner et al. (2007) ebenfalls beschriebenen
Hexamere wurden detektiert.
Mittels der Immunuoreszenzmikroskopie wurde überprüft, ob Aldehyde auch die durch die
Gasphase induzierte Phosphorylierung von H2AX (Abb. 3.25) erklären können. Tatsächlich führte
die submerse Behandlung von A549 und BEAS-2B Zellen mit FA zu einer konzentrationsabhängigen
Zunahme der γ-H2AX Foci (Abb. 3.35 und repräsentative Aufnahmen in Abb. A15 und A16). Die γ-
H2AX Foci Häugkeit in den unbehandelten Zellen el höher aus, als bei Zellen die im ALI-System
mit Reinluft begast wurden (Abb. 3.25). Da im Submersversuch keine Trennung des Luftraums über
den Zellkulturen vorhanden war, wurden die Kontrollproben möglicherweise mit ausgegastem FA
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Abbildung 3.35.: Die Submersbehandlungmit Formaldehyd ist ausreichend für eine γ-H2AX Foci
Bildung wie sie nach Exposition gegenüber Holzrauch beobachtet wurde. A549 und BEAS-2B Zellen
wurden 2 h mit 0, 50, 200, 500 µM und 5 mM Formaldehyd (FA) in FKS-freiem Zellkulturmedium behandelt.
Anschliessend wurde mittels Immunuoreszenz softwaregestützt die Anzahl der γ-H2AX Foci quantiziert.
Abgebildet sind die kumulativen γ-H2AX Foci pro Zelle aus mindestens 1300 analysierten Zellen aus 3
unabhängigen Versuchen mit 1-2 Replikaten. Je Replikat wurden mindestens 20 Bilder von unterschiedlichen
Stellen des Zellrasens aufgenommen. Aus Gründen der Darstellbarkeit wurden pro Bedingung maximal 25
Zellen je Y-Achseneinheit abgebildet und Werte über dem 99% Quantil supprimiert. Die Boxplots zeigen
den Mittelwert (farbige Raute), Median (dicke Linie), das 1. bis 3. Quartil (Box) und den entsprechenden
1.5-fachen IQR (Whisker). Signikant unterschiedliche Mittelwerte zur Reinluftkontrolle gekennzeichnet
mit *** = p <0.001 nach Kruskal-Wallis mit Dunn’s post-hoc Test.
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aus den höher konzentrierten Proben kontaminiert. Trotzdem wurde in den mit FA behandelten
Zellen eine deutlich höhere γ-H2AX Foci Rate detektiert als in den Kontrollen. Auälligerweise
zeigt die höchste getestete FA Konzentration in BEAS-2B Zellen aber eine Abnahme der γ-H2AX
Foci Häugkeit, obwohl ein deutliches γ-H2AX Signal vorhanden war (Abb. A16). Dies ist auf die
automatische Analyse zurückzuführen. Das fokale γ-H2AX Signal war bei dieser Konzentration
weniger diskret abgegrenzt, weshalb die Foci durch die Analysesoftware schlechter erkannt werden
konnten. Möglicherweise spielt hier auch zusätzlich die Kinetik eine Rolle. Die Verbrennungsgase
wirken während eines ALI-Expositionsversuchs nicht wie bei Submersversuchen gleich zu Beginn
als Bolus auf die Zellen. Stattdessen akkumulieren wasserlösliche Substanzen, wie die Aldehyde,
kontinuierlich während der vierstündigen Expositionsdauer. Aus diesem Grund wurde für die
submerse Inkubation mit FA bewusst eine kürzere Inkubationszeit von 2 h gewählt. Bei längerer
Inkubation mit FA nimmt die Anzahl der γ-H2AX Foci noch weiter zu, wie exemplarisch in Abb.
A17 gezeigt.
Die FA bedingte Phosphorylierung von H2AX ist auf die Bildung von DPCs zurückzuführen. Bei
der Replikation führen DPCs auf dem Leitstrang zu einer Blockierung der Helicase, was zu Replika-
tionsstress und Phosphorylierung von H2AX führt (Stingele und Jentsch 2015; Zeman und Cimprich
2014). In Hefe und Extrakten von Xenopus Eiern wurde jüngst ein replikationsabhängiger, DPC
spezischer Reparaturmechanismus beobachtet, der auf der Proteolyse von DPCs bei blockierten
Replikationsgabeln beruht (Duxin et al. 2014; Stingele et al. 2014). Ebenfalls führt die Inhibierung
des Proteasoms bei Behandlung humaner Zellen mit FA zu einer stärkeren Phosphorylierung von
H2AX (Ortega-Atienza et al. 2015). In Hefe ist die Protease Wss1 für die Proteolyse von DPCs
zuständig (Stingele et al. 2014), ihr Homolog SPRTN/DVC1 übernimmt diese Funktion vermutlich
im Säuger, dies wurde bislang aber noch nicht nachgewiesen (Stingele und Jentsch 2015). Wss1
hinterlässt ein kurzes Peptidaddukt an der DNA, welches von Helicasen toleriert wird, zum Voran-
schreiten der Replikation aber eine Polymerase mit Fähigkeit zur Transläsionssynthese benötigt.
Die verbleibenden Peptidaddukte können über NER repariert werden (Stingele und Jentsch 2015),
was eine gute Erklärung für die mit der alkalischen Entwindung festgestellte erhöhte Einzelstrang-
bruchrate nach Behandlung mit der Gasphase der Holzverbrennung darstellt. DPCs mit kleinen
Proteinen können unabhängig von der DPC-Reparatur auch direkt und replikationsunabhängig
mit NER behoben werden (Stingele und Jentsch 2015). Inwiefern die globale Genregulation nach
Holzrauchbehandlung bzw. das Ergebnis der Connectivity Map Analyse durch die Bildung von
DPCs erklärbar ist, wird in der zusammenfassenden Diskussion unter Punkt 4.3 diskutiert.
Um zu zeigen, dass Aldehyde aus der Gasphase des Verbrennungsaerosols tatsächlich für die
Bildung von γ-H2AX Foci verantwortlich sind, wurden die Carbonyle aus der Gasphase entfernt
und im ALI-System die Bestimmung der γ-H2AX Foci Bildung wiederholt. Zur Entfernung der Car-
bonyle wurden Kartuschen mit DNPH (2,4-Dinitrophenylhydrazin) verwendet. Diese Kartuschen
sind Mittel der Wahl bei der Probenahme von üchtigen Carbonylen und wurden auch für die
Carbonylanalytik in Tabelle 3.5 verwendet. Das DNPH ist auf einem Trägermaterial aus feinkörni-
gem Silikagel aufgebracht und in ein Glasröhrchen gepackt. Carbonyle, die durch das Röhrchen
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Abbildung 3.36.: Die Entfernung reaktiver Carbonyle aus der Verbrennungsgasphase verhindert
die Bildung von γ-H2AX Foci. A549 und BEAS-2B Zellen wurden 4 h mit Reinluft und partikelgeltertem
Aerosol (Gasphase) behandelt, die zur Entfernung von Carbonylen über DNPH gefüllte Kartuschen oder
direkt auf die Zellen geleitet wurden. Gezeigt sind repräsentative Ausschnitte der für die quantitative γ-
H2AX Foci Analyse in Abb. 3.37 verwendeten uoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von A549 (A) und
BEAS-2B Zellen (B).
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A    A549 B    BEAS-2B
Abbildung 3.37.: Die Entfernung reaktiver Carbonyle aus der Verbrennungsgasphase verhindert
die Bildung von γ-H2AX Foci. A549 und BEAS-2B Zellen wurden 4 h mit Reinluft und partikelgeltertem
Aerosol (Gasphase) behandelt, die zur Entfernung von Carbonylen über DNPH gefüllte Kartuschen oder direkt
auf die Zellen geleitet wurden. Danach wurde mit mittels Immunuoreszenz softwaregestützt die Anzahl
der γ-H2AX Foci quantiziert. Abgebildet sind die kumulativen γ-H2AX Foci pro Zelle aus 2 unabhängigen
Versuche mit je 2 Transwell-Replikaten. Je Replikat wurden mindestens 20 Bilder von unterschiedlichen
Stellen der Transwellmembran aufgenommen. Insgesamt wurden mindestens 1100 Zellen je Bedingung
analysiert. Aus Gründen der Darstellbarkeit wurden pro Bedingung maximal 25 Zellen je Y-Achseneinheit
abgebildet und Werte über dem 99% Quantil supprimiert. Die Boxplots zeigen den Mittelwert (farbige Raute),
Median (dicke Linie), das 1. bis 3. Quartil (Box) und den entsprechenden 1.5-fachen IQR (Whisker). Signikant
erhöht zur Reinluftkontrolle gekennzeichnet mit *** = p <0.001 nach Kruskal-Wallis mit Dunn’s post-hoc
Test.
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geleitet werden, gehen eine spezische Derivatisierung mit dem DNPH ein und werden so auf dem
Trägermaterial zurückgehalten. Die Kartuschen wurden im ALI-Expositionssystem verwendet um
einzelne Positionen mit carbonylfreier Gasphase zu exponieren und die γ-H2AX Foci Bildung mit
der unveränderten Gasphase zu vergleichen. Tatsächlich blieb nach Exposition von A549 und BEAS-
2B Zellen mit der DNPH-gereinigten Gasphase die Phosphorylierung von H2AX aus (Abb. 3.36).
Die Quantizierung bestätigte die Abnahme der γ-H2AX Foci auf das Niveau der Reinluftkontrolle
(Abb. 3.37). Es kann aber nicht vollständig ausgeschlossen werden, dass auch andere Stoe aus
der Gasphase unspezisch an das Trägermaterial adsorbierten. Um diese Zweifel auszuräumen,
könnte das Trägermaterial auf andere adsorbierte Substanzklassen untersucht werden oder eine
umfassendere Gasphasenanalytik zu betreiben, z.B. mit SPI-/REMPI-TOFMS (Mühlberger et al.
2002; Zimmermann et al. 1997). Darüberhinaus wäre es sinnvoll, ein Experiment mit einer künstlich
hergestellten Gasphase, die lediglich die Carbonyle enthält, durchzuführen. Der plausible Wirkme-
chanismus der Aldehyde, sowie die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse aus den ALI-Experimenten
durch submerse Anwendung von Formaldehyd, deuten jedoch klar daraufhin, dass mit reaktiven
Aldehyden in der Gasphase des Holzrauchaerosols, vor allem Formaldehyd und Acetaldehyd, die
Substanzen identiziert wurden, die für die gentoxischen Wirkungen in vitro verantwortlich sind.
Auf die Bedeutung dieses Ergebnisses, auch in Bezug auf die anderen festgestellten Eekte, wird




4.1. Die Weiterentwicklung des Air-Liquid-Interface
Expositionssystems erlaubt eine bessere Untersuchung von
Verbrennungsaerosolen
Ein zentrales Element dieser Arbeit ist die Verwendung der ALI-Exposition zur toxikologischen
Charakterisierung von Holzverbrennungsemissionen. Bislang ist die de facto Standardmethode zum
Testen der Toxizität von Aerosolen in vitro die submerse Applizierung von gesammelten Partikeln.
Das ALI-Expositionsverfahren hat aber eine Reihe von Vorteilen gegenüber der Submersexposition.
Bei der Untersuchung von Verbrennungsemissionen ist dies in erster Linie die Möglichkeit die
gasförmigen Komponenten des Aerosols zu untersuchen. Am Institut für Technische Chemie wurde
in den vergangenen Jahren ein System für die ALI-Exposition von kultivierten Zellen entwickelt.
Dieses System wurde während dieser Promotion für den Einsatz mit Verbrennungsaerosolen
weiterentwickelt. So wurde die Möglichkeit geschaen, Zellen neben dem Verbrennungsaerosol
während des selben Versuchs auch mit gelterter Raumluft zu behandeln. Bislang konnten diese
Referenzexperimente nur durch separate Experimente oder Behandlung der Zellen mit Reinluft
außerhalb des ALI-Systems in einem Inkubator durchgeführt werden. Dies hatte zur Folge, dass
Ergebnisse, die unter verschiedenen biologischen und technischen Bedingungen erhalten wurden,
verglichen werden müssen und daher nur eingeschränkt aussagekräftig waren. Deshalb stellt die
in dieser Arbeit beschriebene Weiterentwicklung einen wichtigen Fortschritt für die Qualität der
Untersuchungsergebnisse dar.
Außerdem wurde die biologische Verträglichkeit der Verwendung eines elektrischen Feldes zur
Erhöhung der Partikeldosis gezeigt. Durch die elektrostatische Deposition konnte die partikuläre
Dosis des Holzrauchaerosols um den Faktor 3.9 erhöht werden, was z.B. die Beobachtung akut
zytotoxischer Eekte durch die Partikel ermöglichte. Von dieser Möglichkeit wurde in den meisten
Experimenten allerdings kein Gebrauch gemacht, um sekundäre unspezische Eekte, hervorgeru-
fen durch den induzierten Zelltod, zu vermeiden. Die mit der Hochspannung erzielte Partikeldosis
und ihre Relevanz wird im Abschnitt 4.4 diskutiert. Die elektrostatische Deposition ermöglicht
ferner auch die Untersuchung von Dosis-Wirkungsbeziehungen der abgeschiedenen Partikel durch
Verwendung unterschiedlicher Feldstärken. Für gasförmige Komponenten ist die Modulierung der
Dosis innerhalb eines Experimentes technisch bislang nicht möglich. Denkbar wäre in der Probe-
leitung für individuelle Expositionskammern unterschiedlich große Anteile Umgebungsluft mit
der Gasphase zu mischen. Eine Verringerung der Partikeldosis lässt sich auf diese Weise aber nur
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unter Einschränkungen erzielen, da aufgrund der größenabhängigen Aerodynamik von Partikeln
keine repräsentative Verdünnung gewährleistet werden kann (siehe Punkt 1.2.2 zur isokinetischen
Probenahme).
Das ALI-System verfügt über die Möglichkeit, mittels einer Quarzkristallmikrowaage (QCM) die
deponierte Partikeldosis direkt gravimetrisch zu bestimmen (Mülhopt et al. 2009). Die Partikeldosis
des untersuchten Aerosols war aber geringfügig zu niedrig, um sie mit der QCM bestimmen zu kön-
nen. Mit der elektrostatischen Partikelabscheidung ist die QCM nicht kompatibel. Die Partikeldosis
wurde daher indirekt mit zwei unterschiedlichen Methoden abgeschätzt: 1.) dem Vergleich mit
einem Modellaerosol aus uoreszierenden Partikeln und 2.) der Bildanalyse von TEM-Aufnahmen.
Mit beiden Methoden wurde eine vergleichbare Partikeldosis ermittelt. Trotzdem haben beide
Methoden Limitierungen. Die Bestimmung anhand des Modellaerosols ist nur dann repräsentativ,
wenn die Partikelgrößenverteilung der verglichenen Aerosole identisch ist. Dies ist bei einem
dynamischen Verbrennungsprozeß nur eingeschränkt umsetzbar. Außerdem scheinen sich die
Fluorescein-Natrium Partikel im elektrischen Feld anders zu verhalten als die Verbrennungsparti-
kel. Die TEM Analyse hingegen ist sehr zeitaufwändig und kann bei überlagerten Agglomeraten
die Partikelzahl nicht korrekt bestimmen. Daher sollte in zukünftigen Untersuchungen versucht
werden, die deponierte Partikelmasse über direktere Methoden zu bestimmen. Vielversprechend
ist hierfür die Analyse von Levoglucosan, welches bei der unvollständigen Verbrennung in re-
lativ hohen Mengen gebildet wird. Mit Kenntnis des Levoglucosangehaltes in der partikulären
Phase und der Quantizierung des abgeschiedenen Levoglucosans könnte möglicherweise eine
noch präzisere Bestimmung der Partikeldosis als bisher erfolgen. Die technischen Verbesserungen
im weiterentwickelten ALI-System, sowie deren biologische Etablierung führten zu einer hohen
Zuverlässigkeit und Reproduzierbarkeit der Messergebnisse, die aufwändige und sensitive Omics-
Analysen, die in dieser Arbeit verwendet wurden, erst ermöglichen. Darüberhinaus wurde das
neue System erfolgreich auf mehreren Messkampagnen des virtuellen Helmholtz Instituts HICE
(www.hice-vi.eu) eingesetzt, auf denen weitere Verbrennungsaerosole untersucht wurden, wie zum
Beispiel die Emissionen eines Schisdieselmotors (Oeder et al. 2015; Sapcariu et al. 2016).
4.2. Die Gasphase ist maßgeblich für die toxikologischen
Wirkungen von Holzverbrennungsemissionen in vitro
Mit dem ALI-Expositionssystem wurden die Wirkungen von Emissionen einer Buchenholzver-
brennung untersucht. Das Abgas dieser Buchenholzverbrennung in einem haushaltsüblichen
Kaminofen wurde 1:10 mit gelterter Umgebungsluft verdünnt und für 4 h auf A549 und BEAS-2B
Zellen geleitet. Um einen Überblick über die Wirkungen des Holzrauchs zu erhalten, wurde eine
globale mRNA-Sequenzierung nach Behandlung mit dem kompletten Aerosol und der Gasphase
im Vergleich zur Behandlung mit gelterter Umgebungsluft, durchgeführt. Zur großen Überra-
schung el dabei auf, dass der weitaus größte Teil der dierentiellen Genregulation durch die
Gasphase bestimmt wurde. Die gesundheitlichen Wirkungen von Aerosolen wurden bislang fast
106
4.2. Die Gasphase ist maßgeblich für die toxikologischen Wirkungen
ausschließlich anhand der partikulären Phase beurteilt. Dies mag hauptsächlich an der einge-
schränkten Verfügbarkeit und dem erhöhten technischen Aufwand des ALI-Expositionsverfahrens
liegen. Bemerkenswerterweise dierenzieren aber selbst Studien die mit anderen Expositionssys-
tem durchgeführt wurden in der Regel nicht zwischen Eekten des kompletten Aerosols und der
partikelfreien Gasphase. So kann auch bei den beiden einzigen bisher veröentlichten Arbeiten
zur Wirkung von Holzrauchaerosolen der Beitrag der Gasphase nicht beurteilt werden (Hawley
und Volckens 2013; Künzi et al. 2013). Interessanterweise führte eine jüngst veröentliche Studie
die in vitro-Toxizität von Zigarettenrauch, in Form einer verminderten metabolischen Aktivität,
aber zu 90% auf dampf- oder gasförmige Bestandteile zurück (Azzopardi et al. 2015).
Der hier diskutierte dominierende Eekt des Gasphase bedeutet nicht, dass die bei der Holzver-
brennung entstehenden Partikel keine biologische Aktivität aufweisen. In den Mengenverhältnissen,
in denen Partikel und üchtige Verbindungen bei der Holzverbrennung gebildet werden, sind die
üchtigen Verbindungen hinsichtlich der globalen Genregulation aber oensichtlich um ein vielfa-
ches potenter. Die Mengenverhältnisse von Partikeln und Gasphase zum Zeitpunkt der Emission
müssen aber nicht mit den regionalen Mengenverhältnissen in der Lunge nach Inhalation von
Aerosolen übereinstimmen (siehe Diskussion zur Relevanz ab S. 114). In diesem Zusammenhang
ist es von großem Interesse Experimente durchzuführen, in denen die Gasphase von den Parti-
keln abgetrennt wird und die reinen Partikel auf die Zellkulturen geleitet werden, wie sie zum
Beispiel von Holder et al. (2007) mit Dieselabgasen durchgeführt wurden, wobei sie einen Teil der
akuten Toxizität und Freisetzung von inammatorischen Zytokinen auf die Gasphase zurückführen
konnten.
Ein weiteres wichtiges Ergebnis der hier vorgestellten Arbeit war, dass die Veränderung der
Genregulation, wie auch alle zur Verizierung durchgeführten Untersuchungen, nur geringe Unter-
schiede zwischen A549 und BEAS-2B Zellen zeigte. Diese Ergebnisse waren ebenso überraschend,
denn aufgrund der unterschiedlichen Herkunft der Zellen (Alveolen und Broncheolen) und der
Tatsache, dass es sich bei A549, im Gegensatz zu BEAS-2B Zellen, um Krebszellen handelt, wurden
stärkere Unterschiede erwartet. Zu den wenigen Ausnahmen hiervon zählte die Antwort auf PAKs,
die in A549 deutlich durch die Partikel induziert war, in BEAS-2B hingegen nicht. In BEAS-2B
wiederum war die Regulation inammatorischer Gene stärker ausgeprägt.
Zur Identizierung der durch die Gasphase beeinträchtigten Signalwege, wurde anhand der
dierentiell regulierten Transkripte eine GO-Term Analyse durchgeführt. Hierbei wurde festgestellt,
dass unter anderem die DNA-Schadensantwort, Zellzykluskontrolle, Aktivierung von MAP-Kinasen,
Apoptose und der Energiestowechsel besonders stark auf Transkriptionsebene verändert waren.
Die GO-Term Analyse beruht auf einer rein qualitativen Zuordnung von Genen zu biologischen
Prozessen (Huang et al. 2009; Yon Rhee et al. 2008). Daher können auch regulierte Gene, die nur eine
untergeordnete Funktion in einem Prozess haben, in ausreichender Zahl dazu führen, dass dieser
in der GO-Analyse als signikant verändert erkannt wird. Ebenso wird nicht dierenziert ob ein
zugeordnetes Gen induziert oder reprimiert war und somit den entsprechenden GO-Term positiv
oder negativ beeinusst. Das Ergebnis der GO-Analyse wurde daher durch individuelle Kontrolle der
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beteiligten Gene auf Plausibilität überprüft. In jedem Fall waren klassische Markergene involviert,
die die Aktivierung der jeweiligen Signalwege bestätigen.
Mit Western Blots wurde die durch die Transkriptomanalyse vorhergesagte Aktivierung der
MAPK durch Gasphasenkomponenten bestätigt. Sowohl p38, JNK und ihre Substrate MK-2 und
c-Jun, als auch ERK1/2 waren nach Exposition gegenüber üchtigen Verbrennungsprodukten
aktiviert. MAPK sind Sensoren für verschiedene Formen von zellulärem Stress (Chang und Karin
2001). Die Aktivierung der MAPK ist ein häug untersuchter Parameter für die Wirkung von
Partikeln aus der Verbrennung und wurde zum Beispiel mit ROS, Metallen oder PAKs in Verbin-
dung gebracht (Corsini et al. 2013; Fritsch-Decker et al. 2011; Jarvis et al. 2014). In den submers
durchgeführten Untersuchungen von Holzpartikelproben wurde zwar die ROS-Generierung auch
in dieser Arbeit nachgewiesen, für die Aktivierung der MAPK nach ALI-Exposition war aber allein
die Gasphase verantwortlich. Flüchtige Aromaten wie Styrol und Benzol werden bei der Holzver-
brennung gebildet und können ebenfalls über Generierung von ROS die MAPK Signalkaskade
aktivieren (McDonald et al. 2000; Mögel et al. 2011). In den hier analysierten Veränderungen des
Transkriptoms waren allerdings keine deutlichen Anzeichen für eine ROS Generierung durch die
Gasphase zu erkennen. Darüber hinaus zeigten präliminäre Untersuchungen mit dem DCF-Test
keine erhöhte ROS Generierung nach Exposition gegenüber Holzrauch an.
Stattdessen wurde im Transkriptom eine deutliche und spezische Antwort auf DNA-Schäden
festgestellt, die ebenfalls zur Aktivierung der MAPK führen kann (Herrlich et al. 2008; Kharbanda
et al. 2000; Schreck et al. 2015). Die DNA-schädigende Wirkung der Gasphasenkomponenten wurde
mittels der Immunuoreszenzfärbung von γ-H2AX und der alkalischen Entwindung bestätigt. Auch
hier waren Gasphasenkomponenten für die beobachteten Wirkungen verantwortlich. Als Ursache
der γ-H2AX Bildung konnten später reaktive Aldehyde, vor allem FA und AA, identiziert werden.
Die gentoxische Wirkung von Aldehyden stellt ebenfalls eine plausible, aber nicht die einzige
Erklärung, für die mit der alkalischen Entwindung beobachtete erhöhte Einzelstrangbruchrate dar
(siehe nächster Abschnitt).
Wie durch die Veränderungen der Genexpression vorausgesagt, lagen nach Einuß der gasför-
migen Verbrennungsabgase zahlreiche Intermediate des TCA in veränderten Konzentrationen vor.
Mittels
13
C-markierter Glucose und Glutamin wurden auch mehrere Veränderungen im Gleich-
gewicht der metabolischen Flüsse festgestellt. Am markantesten waren die Akkumulation von
Succinat nach verstärkter Inkorporation von Glutamat, die Abnahme der oxidativen Verstowechs-
lung von Pyruvat durch den TCA und die erhöhte reduktive Carboxylierung von α-Ketoglutarat.
Erhöhte Succinatgehalte führen zur Akkumulation von HIF-1α (Selak et al. 2005). Die durch HIF-1
induzierten PDK Isoformen sind im Stande, die oxidative Pyruvatverstowechslung zu Gunsten
der anaeroben Glykolyse zu verschieben (Koh et al. 2008). Die anaerobe Glykolyse kann wieder-
rum die reduktive α-Ketoglutarat-Carboxylierung begünstigen (Fendt et al. 2013). Daher sollte die
Regulation von HIF-1α durch Holzrauch in weiteren Studien näher untersucht werden. Inwiefern
die Änderungen im Metabolismus auch mit der MAPK-Aktivierung und DNA-Schädigung durch
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die Gasphasenkomponenten zusammenhängen könnten und ob auch hier reaktive Aldehyde eine
Rolle spielen, wird im nächsten Abschnitt diskutiert.
Darüber hinaus beeinusste die Gasphase die Expression von Genen, die den Vorgang der EMT
steuern oder anzeigen. Die EMT ist von pathophysiologischem Interesse, da sie zur Entstehung
von Fibrose und der Tumormetastasierung beiträgt (Kim et al. 2006; Willis und Borok 2007). Die
Induktion von EMT durch Gasphasenkomponenten des Holzrauchaerosols wurde in dieser Arbeit
nicht weiter untersucht. Ebenso konnten auch keine publizierten Arbeiten gefunden werden, die
EMT in Zusammenhang mit Holzverbrennungsemissionen untersuchten. Zigarettenrauch wurde
hingegen bereits in vivo und in vitro mit der Induzierung von EMT in Verbindung gebracht (Eurlings
et al. 2014; Milara et al. 2013). Die hier gezeigte Erhöhung vieler transkriptioneller Marker eines
Prozesses mit bekannten pathologischen Konsequenzen nach bereits vierstündiger Behandlung ist
zusätzlich Anlass genug, der EMT durch Inhalation von Verbrennungsemissionen zukünftig mehr
Aufmerksamkeit zu schenken.
4.3. Reaktive Aldehyde als Hauptverursacher der toxischen
Wirkungen von Holzrauch
Die systembiologische Connectivity Map-Analyse ermittelte eine hohe Ähnlichkeit des Tran-
skriptoms von Zellen, die mit der Gasphase des Holzrauchs behandelt worden sind, mit dem
transkriptionellen Wirkprol von Substanzen, die die Bildung von DPCs fördern. Bei der Holzver-
brennung entstehen reaktive Aldehyde in toxikologisch relevanten Mengen, deren Fähigkeit DPCs
auszubilden gut untersucht ist (Stingele und Jentsch 2015). In dieser Arbeit konnte für A549 Zellen
gezeigt werden, dass die Behandlung mit FA unter submersen Bedingungen zu einer vergleichbaren
Bildung von γ-H2AX Foci und Proteinquervernetzung führt, wie die Verbrennungsgasphase. Das
Entfernen von Carbonylen aus der Gasphase durch die Verwendung von DNPH-Kartuschen führte
zum vollständigen Rückgang der γ-H2AX Foci Bildung auf das Niveau der Reinluftkontrolle. Zu-
sammengenommen belegen diese Ergebnisse, dass die γ-H2AX Foci Bildung durch das untersuchte
Holzrauchaerosol auf die DPC-Bildung durch reaktive Aldehyde in der Gasphase, hauptsächlich
FA und AA, zurückgeht.
Es stellt sich die Frage, ob auch die anderen Wirkungen des Holzrauchaerosols auf Aldehyde
zurückzuführen sind. Die Auswirkung der Entfernung der Carbonyle aus der Gasphase wurde nur
durch Quantizierung der γ-H2AX Foci überprüft, weshalb letztlich die Rolle von Aldehyden bei
keinem der anderen Endpunkte experimentell belegt ist. Es gibt aber Gründe die dafür sprechen,
dass auch viele der anderen Wirkungen der Gasphase durch diese Stogruppe hervorgerufen
wurden. Die Connectivity Map-Analyse beruht nicht auf der Expression von Genen einzelner
Signalwege, sondern auf den genomweit am signikantesten regulierten Genen. Obwohl diese
Gene an unterschiedlichsten Prozessen beteiligt sein könnten, handelte es sich bei drei (A549)
bzw. vier (BEAS-2B) der besten fünf Übereinstimmungen um Substanzen die ebenfalls DPCs
ausbilden. Bei der Diskussion möglicher anderer Ursachen für die Gasphaseneekte wurde bei
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mehreren Endpunkten auch festgestellt, dass z.B. auch ROS die Beobachtungen erklären könnten.
Wenn ROS eine prominente Rolle gespielt hätten, wären vermutlich aber höhere Konnektivitäten
zu ROS generierenden Substanzen, bzw. negative Konnektivitäten zu anti-oxidativ wirksamen
Verbindungen aus der Datenbank der Connectivity Map erhalten worden.
Veröentlichte Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen bringen außerdem DPCs bzw. andere Wirkun-
gen von Aldehyden mit den weiteren untersuchten Endpunkten in Verbindung. Formaldehyd führt
zur Bildung von SSB, was das Ergebnis der alkalischen Entwindung erklärt (Grafstrom et al. 1984).
Die Bildung von SSB nach Formaldehydbehandlung ist zumindest teilweise auf eine NER-abhängige
Reparatur zurückzuführen, denn Zellen mit defekter NER zeigten eine erniedrigte SSB Rate (Graf-
strom et al. 1984). Auch hierbei handelt es sich vermutlich um die Folgen von DPCs. DPCs mit
mehr als etwa 11 kDa können zwar durch NER nicht mehr repariert werden, die DPC-spezische
Reparatur hinterlässt aber nach Proteolyse von großen DPCs kurze Paptidaddukte, die mit NER e-
zient repariert werden können (Reardon et al. 2006; Stingele und Jentsch 2015). Die NER-abhängige
Reparatur der Peptidaddukte könnte auch erklären warum in der Transkriptomanalyse NER Gene
induziert waren. Dennoch können andere Ursachen für eine Bildung von Strangbrüchen durch
Gasphasenbestandteile nicht ausgeschlossen werden. Die Alkalische Entwindung kann durch
Verwendung schadensspezischer Glykosylasen auch zur Quantizierung anderer DNA-Schäden
benutzt werden. So könnte zum Beispiel überprüft werden, ob oxidative Schädigungen durch die
Gasphase im Holzrauch zur erhöhten SSB-Rate beitragen (Hartwig 1996).
Reaktive Aldehyde sind ebenfalls im Stande die MAPK-Kaskade zu aktivieren. Submerse Behand-
lung mit FA führt in A549 Zellen zur Phosphorylierung von p38 und JNK (Lim et al. 2010; Yoshida
und Ibuki 2014). Die MAPK Aktivierung durch FA führt zur Aktivierung der AP-1 Zielgene c-Jun
und c-Fos auf transkriptioneller Ebene (Yoshida und Ibuki 2014), die auch nach Holzrauchbehand-
lung deutlich induziert waren. Wie genau Aldehyde die MAPK aktivieren ist nicht bekannt. MAPK
können aber durch verschiedene Arten von DNA-Schädigungen aktiviert werden (Kharbanda
et al. 2000; Schreck et al. 2015). Die submerse Behandlung mit FA involviert ebenfalls die Bildung
von ROS (Yoshida und Ibuki 2014). ROS selbst sind gut untersuchte Aktivatoren der MAPK (Ray
et al. 2012). Aufgrund der oben diskutierten Gründe spielen sie in den zellulären Antworten auf
die Gasphasenbehandlung vermutlich keine entscheidende Rolle, können als Ursache der MAPK-
Aktivierung aber nicht ausgeschlossen werden.
Ob Aldehyde auch die Veränderungen im TCA erklären können ist deutlich schwieriger zu
beurteilen. Es existieren noch sehr wenige Forschungsarbeiten zu Veränderungen der metabolischen
Flüsse durch toxische Substanzen. Zum Beispiel sind keine Arbeiten zu Veränderung im TCA
durch Exposition gegenüber Aldehyden oder DPCs verfügbar. Es ist hingegen bekannt, dass
die Inhibierung von α-Ketoglutarat abhängigen Histon-Demethylasen (KDM), was durch die
Akkumulation von Succinat und Fumarat bewirkt wird, die Regulation des TCA mit der DNA-
Schadensantwort verknüpft (Xiao et al. 2012). So konnte gezeigt werden, dass die Inhibierung von
KDM durch Fumarat wiederum zur Akkumulation von DNA-PK an DSB führen kann, wodurch die
NHEJ begünstigt wird. Interessanterweise war dabei die Akkumulation von Fumarat selbst Teil einer
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positiven Rückkopplung in Folge von DSB mit einhergehender Aktivierung von DNA-PK. DNA-PK
reguliert die lokalen Fumaratgehalte an der Schadensstelle durch Inaktivierung von Fumarase (Xiao
et al. 2012). Erhöhte Fumaratgehalte könnten also die Folge von der DSB induzierten Signalinduktion
sein (Jiang et al. 2015). Eine Akkumulation von Succinat nach dem gleichen Mechanismus wurde
allerdings noch nicht gezeigt. Für SIRT4, ein Mitglied der Sirtuin-Proteinfamilie, ist bekannt, dass
es nach DNA-Schädigung den Eintritt von Glutamin in den TCA limitiert um die Proliferation
zu Gunsten der DNA-Reparatur zu verlangsamen (Jeong et al. 2013). Dies steht allerdings im
Gegensatz zur Wirkung des Holzrauchaerosols, das die Verstowechslung von Glutamin sogar
begünstigte. Auch MAP-Kinasen wurden bereits mit der Beinussung des Energiestowechsels in
Verbindung gebracht. JNK kann beispielsweise in Neuronen die Pyruvatdehydrogenaseaktivität
erniedrigen, was sich in einem erniedrigten oxidativen Pyruvatmetabolismus und stattdessen einer
verstärkten anaeroben Glykolyse äußert (Zhou et al. 2008). Diese Veränderungen wurden auch
nach Holzrauchbehandlung beobachtet und passen gut zur festgestellten Aktivierung von JNK.
Letztlich ist die Regulation der metabolischen Flüsse sehr komplex und bisher zu wenig erforscht
um abschließend beurteilen zu können, ob die beobachteten Veränderungen auf reaktive Aldehyde
zurückzuführen sind.
Auch wenn experimentell nur für die γ-H2AX Foci Bildung Aldehyde als Ursache bestätigt
wurden, geben die Ergebnisse insgesamt Grund zur Annahme, dass Aldehyde im Abgas der Holzver-
brennung für die meisten akuten Eekte nach 4 h Expositionszeit maßgeblich verantwortlich sind.
Um diese Hypthese zu bestätigen, wäre auch hier eine Analyse des Transkriptoms und Metaboloms
nach Exposition gegenüber reinen Aldehyden oder denierten Mischungen möglich.
4.4. Wirkung partikulärer Holzrauchemissionen
In den Untersuchungen mit dem frisch generierten Verbrennungsaerosol an der Luft-Flüssigkeits-
Grenzschicht waren die Wirkungen der Gasphase klar dominierend. Dies bedeutet aber nicht, dass
die bei der Verbrennung entstehenden Partkel ohne toxikologische Relevanz sind. Im Gegensatz zu
Gasen können Partikel nach Inhalation in der Lunge verbleiben und akkumulieren (Oberdörster et al.
2005), weshalb der Partikelfraktion für langfristige Eekte eine große Bedeutung zukommt. Über-
raschenderweise wurde in den ALI-Untersuchungen bezüglich der akuten Toxizität eine deutlich
höhere Potenz der Partikel festgestellt als in Submersuntersuchungen. Nach ALI-Exposition führte
bereits eine Partikeldosis von 1.2 - 1.3 µg/cm2 zu einer erhöhten LDH-Freisetzung, während unter
submersen Bedingungen selbst die höchste getestete Dosis von 100 µg/cm2 keinen Zelltod auslöste.
Die Diskrepanz der Ergebnisse erklärt sich vermutlich durch zwei Dinge. Zum einen können Zellen
an der Luft-Flüssigkeits-Grenzschicht empndlicher auf Behandlungen reagieren als submers
kultivierte Zellen, möglicherweise wegen des unterschiedlichen Sauersto-Partialdrucks (Ghio
et al. 2013). Zum anderen führt das Suspendieren der Partikel im Medium zu Partikelagglomeraten
mit veränderten Eigenschaften, die möglicherweise weniger toxisch sind als deponierte Parti-
kel unter ALI-Bedingungen. Zum Beispiel könnten adsorbierte Substanzen im Medium verteilt,
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und somit verdünnt werden oder eine zusätzliche Agglomeration könnte die eektive Oberäche
verringern. Die Ursache des Verlusts der Membranintegrität nach 4 h Exposition konnte nicht
abschließend geklärt werden. Bei einer angenommenen vollständigen Aufnahme der Partikel in die




erreicht werden. Auch extra-
zellulär könnten Metalle toxisch wirken. Wenn sich Metallsalze aus Partikeln lösen, könnten unter
ALI-Bedingungen an der Zelloberäche lokal hochkonzentrierte Metallionen entstehen. Metalle
können extrazellulär die Zellmembran schädigen, zum Beispiel durch lokale ROS Generierung, die
zur Oxidation der Membranlipide oder Thiolgruppen in Membranständigen Proteinen führt (Stohs
und Bagchi 1995). Andere toxische Substanzen, die auf der Partikeloberäche adsorbiert sind,
könnten auf ähnliche Weise ebenfalls in hohen Konzentrationen auf die Zellen wirken, während
sie in Submersexperimenten im Zellkulturmedium stark verdünnt werden. Letztendlich zeigt der
Vergleich der akuten Toxizität zwischen ALI- und Submersexpositionen die Limitierungen des
konventionellen Ansatzes an: bei Verwendung der ALI-Exposition wurden bereits bei niedrigen
Konzentrationen toxische Eekte beobachtet, die unter submersen Bedingungen selbst bei irre-
levant hohen Konzentrationen nicht eintraten. Deshalb könnten Submersstudien das Risiko von
Verbrennungspartikeln unterschätzen.
In den Submersstudien konnte ferner gezeigt werden, dass WSP zur Bildung von ROS führen.
Die ROS führten allerdings nicht zu einer adaptiven anti-oxidativen Zellantwort, wie anhand
der Genexpression und Proteingehalte von HO-1 überprüft wurde. Durch separates Testen von
repräsentativen Substanzen der Hauptbestandteile von WSP, wurde versucht die ROS induzierende
Wirkung der WSP nachzustellen. So führten vor allem CB14 NP, repräsentativ für den Rußanteil, zur
Bildung von ROS. Aber auch die Verwendung eines Metallchelators führte zu einer Reduktion der
ROS Bildung, weshalb ebenfalls Metalle zur ROS Bildung beitrugen. Zn, das durch Inaktivierung von
detoxizierenden Enzymen die ROS Akkumulation begünstigen kann und Fe, das zusätzlich auch
mittels Fenton-Reaktionen ROS generieren kann, kommen für diese Wirkung in Frage (Limbach
et al. 2007; Nel et al. 2006; Oberdörster et al. 2005). Die Metallbelastung in den Submersstudien war
allerdings irrelevant hoch, daher sollte an der Luft-Flüssigkeits-Grenzschicht untersucht werden, ob
eisen- und zinkhaltige Partikel (Torvela et al. 2014a), aber auch Ruß, in relevanten Konzentrationen
ROS generieren und eventuell auch für die Toxizität verantwortlich sind.
Sowohl in den ALI-Versuchen, als auch bei Submersexposition, wurde die deutliche Induktion
von CYP1A1 durch die WSP festgestellt. In den Submersuntersuchungen konnte die Induktion von
CYP1A1 durch WSP mit dem Modell-PAK Benzo[a]pyren nachgestellt werden. Auallend war hier,
dass die partikelgebundenen PAKs der WSP sowohl auf Transkript-, als auch auf Enzymebene, eine
deutlichere Zellantwort induzierten als das dispergierte B[a]P. Vermutlich ist hierfür eine höhere
Bioverfügbarkeit von partikelgetragenen PAKs verantwortlich, da die Partikel z.B. als Carrier
die Aufnahme in die Zelle begünstigen könnten. Auch könnten die Partikel durch Absinken auf
die Zellen die lokal an der Zellmembran angebotene PAK-Menge gegenüber dispergierten PAKs
erhöhen. Die metabolische Aktivierung von PAKs ist kritisch für ihren Beitrag zur Mutagenese
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und Kanzerogenese, daher sollte die hohe Potenz der partikelgebundenen PAKs metabolisierende


































Abbildung 4.1.: Zusammenfassung der Ergebnisse aus Submers- und ALI-Exposition der Holz-
verbrennungsemissionen. In Submersexperimenten wurde unter hohen Dosen eine Induktion der ROS
Bildung und der PAK-Antwort festgestellt. Diese konnten durch die drei Hauptkomponenten Ruß, Metalle
und PAKs erklärt werden. Bei der ALI-Exposition waren die Wirkungen (DNA-Schädigung, MAPK Akti-
vierung und Veränderung des Energiestowechsel) hingegen hauptsächlich der Gasphase zuzuschreiben.
Hierbei wurden Aldehyde als Verursacher der DNA-Schädigung identiziert, kommen aber auch für die
anderen Wirkungen in Frage. Die Partikel im Holzrauch induzierten eine PAK-Antwort. Nach Anreiche-
rung, aber trotzdem deutlich geringeren Konzentrationen als in Submersversuchen, lösten die Partikel auch
Zytotoxizität aus. Weitere Erläuterungen in Abschnitt 4.3 und 4.4.
In Abbildung 4.1 sind die Ergebnisse aus den Submers- und ALI-Untersuchungen zusammenge-
fasst. In Submersexperimenten wurde unter hohen Dosen eine Induktion der ROS Bildung und
der PAK-Antwort in Form der Induktion von CYP1A1 festgestellt. Diese konnten durch die drei
Hauptkomponenten Ruß, Metalle und PAKs erklärt werden. Die Submersexposition hat aber eine
Reihe von Nachteilen. Zu den wichtigsten gehören der Verlust der Gasphase beim Sammeln der
Partikel und die Veränderung der Partikeleigenschaften durch Dispergierung im Medium. Deshalb
wurden die Wirkungen von Holzrauch auch mit der ALI-Exposition untersucht. Diese Methode ist
der Submersexposition in vielen Punkten überlegen, in erster Linie wird hierbei die Exposition
gegenüber dem unveränderten Aerosol ermöglicht. Durch die Verwendung eines neuentwickelten
ALI-Systems war es möglich die Wirkungen des Holzrauchs durch eine globale Transkriptomanaly-
se zu untersuchen. Überraschenderweise waren die Wirkungen dabei hauptsächlich der Gasphase
zuzuschreiben. Die Gasphase führte konkret zur DNA-Schädigung, MAPK Aktivierung und Verän-
derung des Energiestowechsels. Mittels eines systembiologischen Ansatzes konnten Aldehyde
als Verursacher der DNA-Schädigung identiziert werden. Möglicherweise sind die Aldehyde
auch maßgeblich an den anderen Wirkungen beteiligt. Die Partikel im Holzrauch induzierten die
Expression von CYP1A1, stellvertretend für die Bioverfügbarkeit von PAKs. Nach Anreicherung
der Partikeldosis durch Verwendung eines elektrischen Felds lösten die Partikel auch Zytotoxi-
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zität aus. Die hierfür notwendige Dosis lag zwar über der real erreichbaren Partikeldosis in der
humanen Lunge, war aber noch weit unter den Konzentrationen die in Submersstudien verwendet
werden. Somit waren deutliche Unterschiede zwischen der ALI- und Submersexposition vorhanden
und die Verwendung der Submersmethode zur Beurteilung der gesundheitlichen Wirkungen von
Verbrennungsaerosolen muss in Frage gestellt werden.
4.5. Relevanz der Ergebnisse
In dieser Arbeit wurden verschiedene bei der Holzverbrennung entstehende gasförmige und parti-
kelgebundene toxische Komponenten identiziert. Eine bessere Kenntnis der toxischen Kompo-
nenten könnte langfristig zur Verbesserung von Präventionsmaßnahmen bei Exposition gegenüber
Verbrennungsemissionen dienen. Für die Identizierung der toxischen Komponenten wurden in
vitro Testmethoden angewandt, die die Wirkung der Emissionen in der Lunge simulieren. Mittels
eines ALI-Expositionssystems wurden die Gas- und Partikelphase des frisch generierten Ver-
brennungsaerosols 1:10 verdünnt über Zellkulturen geleitet. Zur Beurteilung der Relevanz der
Ergebnisse muss berücksichtigt werden, inwieweit diese Testbedingungen mit der realen Inhalation
von Verbrennungsemissionen vergleichbar sind.
Die Partikelkonzentration des auf die Zellen geleiteten Aerosols betrug rund 1.1 mg/m3. Dieser
Wert wird in wirtschaftlich hoch entwickelten Ländern in Außen- und Innenräumen normalerweise
nicht erreicht. In diesen Ländern liegen in Haushalten mit Holzverbrennung typische Tagesmit-
telkonzentrationen bei 5-15 µg/m3 (Allen et al. 2011; Molnar et al. 2005; Wheeler et al. 2014). Bei
der Verwendung von schlecht belüfteten Kaminen können aber auch Konzentrationen von meh-
reren Hundert µg/m3 erreicht werden (Traynor et al. 1987). So ist es nicht verwunderlich, dass in
Entwicklungsländern, wenn in Küchen über oenem Feuer gekocht wird, Partikelkonzentratio-
nen von mehreren Hundert µg/m3 üblich sind und vereinzelt bis zu 2 mg/m3 gemessen werden
können (Albalak et al. 2001; Balakrishnan et al. 2002; McCracken et al. 2007; Riojas-Rodríguez
et al. 2001). Die im ALI-System getesteten Konzentrationen bewegen sich somit in realistischen
Bereichen, insbesondere wenn man berücksichtigt, dass viele Personen in Entwicklungsländern
diesen Emissionen nicht nur kurzzeitig, sondern tagtäglich ausgesetzt sind.
Im Menschen werden rund 35 % der inhalierten Verbrennungspartikel im Respirationstrakt
abgeschieden (Muala et al. 2015b). Das HPLD-Modell (Ferron et al. 1993) ermittelt mit der Par-
tikelgrößenverteilung der hier diskutierten Versuche im menschlichen Respirationstrakt eine
vergleichbare Depositionsezienz von 40%, wovon 33% auf den Alveolar- und 7% auf den Bron-
cheolarraum entfallen (Weblink und verwendete Parameter in Tabelle A.10). Unter Verwendung
dieses Modells entspricht eine vierstündige Inhalation des Verbrennungsaerosols aus den ALI-
Experimenten einer Abscheidung von etwa 150 µg im Respirationstrakt. Bei einer Lungenoberäche




µg/cm2, welche gut mit der von Paur et al. (2011) ermittelten Dosis unter realistischen Umweltkon-
zentrationen von 1.2x10
-4
µg/cm2 übereinstimmt. Damit liegt eine realistische Oberächendosis
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etwa einen Faktor 1x10
4
geringer als die in den ALI-Experimenten erzielten 0.30 - 1.33 µg/cm2.
Um mit einer realistischen Partikelinhalation die ALI-Dosis zu erreichen, müsste daher etwa 3000
- 10 000 mal länger exponiert werden, also 1.5 bis 5 Jahre. Die in Submersstudien eingesetzten
Dosen liegen noch einen Faktor von 10 - 100 darüber, sind real also niemals zu erreichen. Zudem
unterscheiden sich Bolus Eekte von extrapolierten kumulativen Dosen, wodurch insgesamt die
akut toxische Wirkung sehr kritisch zu betrachten ist und auch chronische Eekte schwierig zu
beurteilen sind. Allerdings gibt es in der Lunge an Bifurkationen auch Stellen mit lokal erheblich hö-
hereren Partikelbelastungen, die derzeit aufgrund ihrer Rolle bei der Kanzerogenese viel diskutiert
werden (Phalen 2006). In zukünftigen Studien sollte daher die Wirkung von relativ niedrigen Dosen
nach chronischer Exposition im ALI-System untersucht werden um die reale Expositionssituation
noch besser zu simulieren.
Die in den ALI-Experimenten festgestellte Wirkung war größtenteils aber nicht der partikulären
Fraktion zuzuschreiben, sondern Komponenten der Gasphase, wobei reaktive Aldehyde als die
gentoxischen Substanzen identiziert werden konnten. Mit hoher Wahrscheinlichkeit sind Aldehy-
de auch maßgeblich für die anderen Wirkungen der Gasphase. Ein Beitrag anderer gasförmiger
Substanzen kann aber nicht völlig ausgeschlossen werden. Die mengenmäßig wichtigsten Aldehy-
de im Holzaerosol waren FA und AA. Als wichtigste inhalationstoxische Wirkung der Aldehyde
wird die Reizung der Atemwege verstanden (Nielsen et al. 2013). Darüber hinaus klassiziert die
Internationale Agentur für Krebsforschung (IARC) FA als Humankanzerogen der Klasse I (Baan
et al. 2009). Inhalativ aufgenommenes AA ist in Gruppe 2B eingestuft (IARC 1999). Die Einstufung
von FA wird aber nicht von allen Experten geteilt. In Versuchstieren ist jedoch unbestritten, dass
FA die Entstehung von Nasenhöhlentumoren fördert. Die epidemiologischen Studien, die diese
Krebsentstehung auch im Menschen mit FA in Verbindung bringen, werden allerdings aufgrund
methodischer Mängel kritisiert (Nielsen et al. 2013). Ebenfalls wird der epidemiologisch begründete
Zusammenhang zwischen der Inhalation von FA und Leukämieerkrankung kontrovers diskutiert,
da experimentell in manchen Studien kein Übergang von inhaliertem FA ins Blut nachgewiesen
werden konnte (Nielsen et al. 2013). Untersuchungen von AA beschäftigen sich aufgrund der
Entstehung bei der Verstowechslung von Ethanol hauptsächlich mit seiner Rolle als gastrointes-
tinales Kanzerogen. Inhalationsuntersuchungen legen aber, gemäß der chemisch vergleichbaren
Reaktivität, eine analoge Wirkung zu FA nahe (Morris 1997).
Von besonderer Bedeutung für die Versuche an der Luft-Flüssigkeits-Grenzschicht ist, dass FA
aufgrund seiner hohen Wasserlöslichkeit nach Eintritt in den Atemtrakt schnell resorbiert wird
und abreagiert. Zum Beispiel erreicht FA im Aen nur in hohen inhalierten Konzentrationen die
oberen Bronchien. In die Bronchiolen und Alveolen gelangen, selbst bei höheren Konzentratio-
nen als im hier getesteten Holzrauchaerosol, keine nachweisbaren Mengen FA (Casanova et al.
1991). Mit abnehmender Wasserlöslichkeit der Aldehyde nimmt aber die Penetration der oberen
Atemwege zu, und somit auch die Resorption in Bronchiolen und Alveolen. AA und Acrolein
verfügen ebenfalls noch über eine relativ hohe Wasserlöslichkeit, können aber bereits die untersten
Atemwege erreichen (Asgharian et al. 2012; Bein und Leikauf 2011). Weniger lipophile Aldehyde,
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wie Propanal, kommen im Holzrauch in deutlich geringeren Mengen vor als FA und AA. Es ist aber
davon auszugehen, dass diese Verbindungen in den tieferen Atemwegen eine umso größere Rolle
spielen. Die Inhalationstoxizität der weniger lipophilen Aldehyde ist nicht ausreichend bekannt
um beurteilen zu können, ob die im Holzrauch vorkommenden Konzentrationen auch in vivo zu
ähnlichen zellulären Wirkungen wie in den hier besprochenen Ergebnissen führen und somit zu den
bekannten gesundheitsschädlichen Wirkungen von Holzrauch beitragen. Um dies besser beurteilen
zu können sind weitere Untersuchungen zur Toxikokinetik einzelner Gasphasenkomponenten,
speziell verschiedener Aldehyde, als auch ihrer toxischen Wirkungen, wie z.B. die Bildung von
DPCs in vivo notwendig.
Zusammengefasst lagen die Partikel im Aerosol in einer Konzentration vor, die in Entwick-
lungsländern im Alltag in Innenräumen erreicht werden kann. Daraus kann indirekt vermutet
werden, dass es in diesen Ländern, in schlecht belüfteten Räumen, auch zu einer vergleichbaren
Gasphasenbelastung kommen kann, wobei für diesen Schluss belastbare Zahlen fehlen. Obwohl in
vitro die Gasphaseneekte dominierten, haben partikuläre Emissionen aufgrund der Akkumulation
in der Lunge in vivo dennoch eine hohe Relevanz. Bei der Holzverbrennung entstehen kanzerogene
PAKs, die adsorbiert auf Partikeln über eine hohe Bioverfügbarkeit in den unteren Atemwegen
verfügen. Darüber hinaus spielt die Bildung von ROS durch Ruß und Metalle eine Rolle. Die to-
xischen Wirkungen der Gasphase sind in vitro überwiegend auf Aldehyde zurückzuführen, aber
ein Beitrag von weiteren, nicht näher untersuchten, gasförmigen Substanzen kann nicht ausge-
schlossen werden. Inwiefern die in der ALI-Exposition durch Aldehyde ausgelösten Wirkungen
auch in vivo relevant ist, ist bisher unbekannt. Die Inhalation von Aldehyden ist aber toxisch
für den Menschen. Sie führen zu Reizungen der Atemwege und FA und AA gelten als kanzero-
gen, respektive möglicherweise kanzerogen. Die gentoxische Wirkung von FA ist in vivo auf die
obersten Atemwege beschränkt. AA und weitere weniger lipophile Aldehyde können hingegen
tiefer in die Lunge vordringen und über die Bildung von DPC möglicherweise zur Kanzerogenität
von Holzverbrennungsemissionen beitragen. Die in vitro an der Luft-Flüssigkeits-Grenzschicht
festgestellten Wirkungen des Holzrauchs sind wahrscheinlich größtenteils den Aldehyden, vor
allem FA, zuzuschreiben.
Die hier erstmals in vitro beschriebenen Wirkungen des Holzrauchs, wie die DNA-Schädigung
und die Induktion der DNA-Schadensantwort, aber auch Inammation und Beeinussung der
EMT, stehen in zentralem Zusammenhang mit den wichtigsten Lungenpathologien wie Kanze-
rogenese, COPD und Fibrose. Daher stellen die hier dargestellten Befunde eine Grundlage für
weitergehende Studien zum besseren Verständnis der molekularen Wirkmechanismen von durch
gesundheitsschädliche Aerosole verursachten Lungenkrankheiten. Da Formaldehyd in den oberen
Atemwegen absorbiert wird, ist es von Interesse, zu untersuchen ob Holzrauch zu Erkrankungen
des oberen Atemtrakts, wie z.B. Tumore beiträgt. In der Lunge selbst ist die Wirkung von Formal-
dehyd weniger von Belang. Speziell Aldehyde, die tiefer in die Lunge vordringen, sind in diesem
Zusammenhang von besonderer Relevanz, daher sollte der Wirkung von tiefer penetrierenden
Substanzen in zukünftigen Untersuchungen höhere Aufmerksamkeit geschenkt werden.
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B[a]P . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Benzo[a]pyren
CB14 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carbon Black Nanopartikel
CDK . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Cyclin abhängige Kinase
DSB . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Doppelstrangbruch
EC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . elementarer Kohlensto
EMT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Epitheliale-mesenchymale-Transition
FA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Formaldehyd
FKS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Fetales Kälberserum
IQR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Interquartilsabstand
KH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Kohlenhydrat
LDH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Laktatdehydrogenase
LOD . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Limit of detection
OC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . organisch gebundener Kohlensto
PAK . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoe
PCA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Hauptkomponentenanalyse
PPP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Pentosephosphatweg, -pathway
QCM . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Quartzkristallmikrowaage, quartz crystal microbalance
Quarzmikrowaage . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . QCM
r.F. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . relative Feuchte
RNA-Seq . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Next Generation Sequencing Transkriptomanalyse
SD . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Standardabweichung
SEM . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Standardfehler, Standard error of the mean
SIM . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . single ion monitoring
SMPS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Scanning mobility particle sizer
SSB . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Einzelstrangbruch
TC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . gesamter Kohlensto
TCA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Zitratzyklus, Tricarboxylic acid cycle
TEM . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Transmissionselektronenmikroskop
WSP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Holzverbrennungspartikel








0,5 M Na2HPO4 70,98 g/L
0,5 M NaH2PO4 68,995 g/L
0,5 M K2HPO4 87,09 g/L
0,5 M KH2PO4 68,05 g/L
0,1 M EDTA, pH 8 18,612 g/500 mL
0,1 M Tris, pH 8 6,057 g/500 mL
Alkalische Lösung, pH 12,3 0,03 M NaOH
(A549) 0,01 M Na2HPO4
0,9 M NaCl
Alkalische Lösung, pH 11,8 0,014 M NaOH
(BEAS-2B) 0,01 M Na2HPO4
0,9 M NaCl
0,01 M Natriumphosphatpuer, 0,0051 M NaH2PO4
pH 6,9 0,0049 M Na2HPO4
0,15 M Kaliumphosphatpuer, 0,0765 M KH2PO4
pH 6,9 0,0735 M K2HPO4
0,35 M Kaliumphosphatpuer, 0,1785 M KH2PO4
pH 6,9 0,1715 M K2HPO4
0,5 M Kaliumphosphatpuer, 0,255 M KH2PO4




Sammelgel (5 %) 5 % Acrylamid (Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1))
0,1 % SDS
125 mM Tris-HCl, pH 6,8
0,1 % APS
0,01 % TEMED
Trenngel (10 % – 15 %) 10 - 15 % Acrylamid (Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1))
0,1 % SDS
375 mM Tris-HCl, pH 8,8
0,1 % APS
0,01 % TEMED
Laufpuer 25 mM Tris
1,2 mM Glycin
1 % SDS (w/v)
Blotpuer 25 mM Tris
192 mM Glycin
10 % Methanol (v/v)
TBS (pH 7,4) 20 mM Tris-HCl
120 mM NaCl
TBS-T 20 mM Tris-HCl
120 mM NaCl
0,1 % (v/v) Tween-20
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Tabellen
Tabelle A.1.: Inkubationsvolumina und verwendete Zelldichte in den verschiedenen Zellkulturgefäßen.
IF=Immunuoreszenz, WB=Western Blot, DCF=ROS Bestimmung, Zytotox=metabolische Aktivität, LDH
Freisetzung
Kulturgefäß Versuchstyp Fläche [cm2] Zellzahl Volumen [mL]
A549
6-Well WB 9.6 825000 3
12-Well IF, PCR 3.9 335000 1.22
24-Well Zytotox, ELISA 1.9 170000 0.6
96-Well DCF 0.34 30000 0.1
Transwell (6-Well) alle ALI-Experimente 4.67 400000 1
BEAS-2B
12-Well IF 3.9 420000 1.22
Transwell (6-Well) alle ALI-Experimente 4.67 500000 1
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Tabelle A.2.: Verwendete Antikörper und die eingesetzten Verdünnungen. IF=Immunuoreszenz,
WB=Western Blot. Die IRDye Sekundärantikörper für die Odyssey Detektion, wurden so gewählt, dass bei
gleichzeitiger Detektion von mehreren Proteinen unterschiedlicher Spezies bei verschiedenen Wellenlängen
detektiert werden konnte
.
Antikörper Hersteller Artikelnummer Epitop Herkunft Verdünnung
Primäre AK:
p53 (DO-1) Santa Cruz SC-126 - mouse monoclonal 1:1000
p-p53 Cell Signaling #9284S Ser15 rabbit polyclonal 1:1000
HO-1 (H-105) Santa Cruz SC-10789 - rabbit polyclonal 1:1000
Lamin B (M-20) Santa Cruz SC-6217 - goat polyclonal 1:2000
PCNA (PC-10) Santa Cruz SC-56 - mouse monoclonal 1:500
p38α (C-20) Santa Cruz SC-535 - rabbit polyclonal 1:1000
p-p38 Cell Signaling #9211S Thr180/Tyr182 rabbit polyclonal 1:1000
p-MK2 (27B7) Cell Signaling #3007S Thr334 rabbit monoclonal 1:1000
p-JNK Cell Signaling #9251S Thr183/Tyr185 rabbit polyclonal 1:1000
p-cJun Cell Signaling #9261S Ser63 rabbit polyclonal 1:1000
ERK1/2 (K-23) Santa Cruz SC-94 - rabbit polyclonal 1:1000
p-ERK1/2 Cell Signaling #9101S Thr202/Tyr204 rabbit polyclonal 1:1000
p-H2AX (JBW301) Merck Millipore 05-636 Ser139 mouse monoclonal 1:500
Sekundäre AK:
Anti-mouse Thermo Fisher A28175 - goat oligoclonal 1:500
Alexa Fluor 488 (IF)
Anti-mouse, rabbit, goat Biomol 1:2000
IRDye-700 (WB) - 1:5000
Anti-mouse, rabbit, goat Biomol 1:2000
IRDye-800 (WB) - 1:5000
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ergänzende Abbildungen
Zellkerne (DAPI)








Abbildung A1.: Prinzip der automatischen Quantizierung von γ-H2AX Foci mit der Software
ScanR. Im DAPI Kanal werden Objektkanten durch sprunghafte Anstiege der Signalintensität detektiert.
Aus den erkannten Objekten werden die Zellkerne selektiert und eine Kernmaske generiert. Innerhalb der
Kernmaske wird im GFP Signal nach fokalen Objekten gesucht. Die Objekte, die die Kriterien für γ-H2AX
Foci erfüllen, werden auf Einzelzellebene quantiziert. Die Auswahlkriterien werden für jeden Versuch









cSMPS/TEM = Partikelkonzentration auf den Transwells, ermittelt über die SMPS oder TEM Methode
[0.30 - 1.18 µg/cm2 , siehe Kapitel 3.3.1]
ATranswell = Transwelläche [4.69 cm2]
cAerosol = Partikelkonzentration im Aerosol [1.16*10
-6
µg/cm3]




P ∗ cN, Aerosol ∗ VTranswell
Zellen pro Transwell
(A.2)
NZelle = Anzahl der abgeschiedenen Partikel pro Zelle
P = Depositionsezienz aus Formel A.1
cN,Aerosol = Partikelanzahlkonzentration im Aerosol [3.4*10
5
]
VTranswell = Volumenstrom pro Transwell in 4 h [2.4*10
4
cm3]
Zellen pro Transwell = A549: 4*105, BEAS-2B: 5*105
cTranswell =
cSubstanz ∗ P ∗ VTranswell
ATranswell
(A.3)
cTranswell = Deponierte Substanzmasse pro Transwelläche [ng/cm2]
cSubstanz = Konzentration der Substanz im Aerosol [ng/cm3]
P = Depositionsezienz aus Formel A.1
VTranswell = Volumenstrom pro Transwell in 4 h [2.4*10
4
cm3]
ATranswell = Transwelläche [4.69 cm2]
MSubstanz =
cTranswell ∗ATranswell
Zellen pro Transwell ∗ mittleres Zellvolumen ∗MWSubstanz
(A.4)
MSubstanz = Maximal annehmbare intrazelluläre Molarität der Substanz [nM]
cTranswell = Deponierte Substanzmasse pro Transwelläche aus Formel A.3 [ng/cm3]
ATranswell = Transwelläche [4.69 cm2]
Zellen pro Transwell = A549: 4*105, BEAS-2B: 5*105
MWSubstanz = Molekulargewicht der Substanz [ng/nmol]
mittleres Zellvolumen = 1 ∗ 10−12L (BNID 100434 in Milo et al. (2010))
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A.3. Toxikologische Untersuchung gesammelter Partikel aus der
Holzverbrennung
Tabelle A.3.: Konzentrationen der analysierten organischen Verbindungen in WSP, CB14 und ZnO NP
(Jürgen Orasche, HMGU München). RSD = relative Standardabweichung
CB14 ZnO WSP Interner RSD
[mg/kg] [mg/kg] [mg/kg] Standard [%]
PAKs
2,2’-Binaphthalen n. d. <0.008 4.92 Chrysen d12 0.035
Acenaphthen 0.867 <0.038 <0.037 Acenaphthylen d8 0.021
Acenaphthylen 0.1 <0.049 2.59 Acenaphthen d10 0.021
Acephenanthrylen <0.005 <0.005 8.85 Fluoranthen d10 0.017
Anthanthren n. d. <0.008 0.223 Dibenz[ah]anthracen d14 0.016
Anthracen <0.024 <0.024 6.3 Anthracen d10 0.045
Benz[a]anthracen n. d. <0.007 23.3 Benz[a]anthracen d12 0.018
Benz[a]pyren n. d. <0.006 18.6 Benz[a]pyren d12 0.018
Benz[e]pyren n. d. <0.002 23.9 Benz[e]pyren d12 0.014
Benzo[c]phenanthren n. d. <0.002 9.51 Benz[a]anthracen d12 0.022
Benzo[ghi]uoranthen n. d. <0.007 24.2 Benz[a]anthracen d12 0.018
Benzo[ghi]perylen n. d. <0.005 17 Benzo[ghi]perylen d12 0.023
Biphenyl 0.116 <0.005 0.277 Naphthalen d8 0.044
Chrysen n. d. <0.007 42.3 Chrysen d12 0.016
Coronen n. d. <0.01 6.75 Coronen d12 0.056
Cyclopenta[cd]pyren n. d. <0.002 <0.002 Benz[a]anthracen d12 0.022
Dibenz[ah]anthracen n. d. <0.008 1.4 Dibenz[ah]anthracen d14 0.016
Fluoranthen <0.005 <0.005 103 Fluoranthen d10 0.017
Fluoren <0.072 <0.072 0.929 Fluoren d10 0.012
Indeno[1,2,3-cd]pyren n. d. <0.01 11 Indeno[1.2,3-cd]pyren d12 0.024
Naphthalen 2.75 0.01 0.715 Naphthalen d8 0.052
Perylen n. d. <0.002 3.02 Perylen d12 0.014
Phenanthren <0.018 <0.018 52.1 Phenanthren d10 0.011
Pyren <0.02 <0.02 109 Pyren d10 0.015
Summe Benzo[b],[k]uoranthen n. d. <0.005 52.2 sum Benzo[b,k]uoranthen d12 0.026
Summe PAKs MW 302 n. d. <0.01 12.37 Coronen d12 0.056
Dibenzo[a,e]pyren n. d. <0.01 2.65 Coronen d12 0.056
Dibenzo[a,h]pyren n. d. <0.01 0.315 Coronen d12 0.056
Dibenzo[a,i]pyren n. d. <0.01 0.655 Coronen d12 0.056
Dibenzo[a,l]pyren n. d. <0.01 2.24 Coronen d12 0.056
alkylierte PAKs
Summe Methyl-PAK MW 192 <0.011 <0.011 17.1 Phenanthren d10 0.022
Summe Dimethyl-PAK MW 206 <0.008 <0.008 4.33 Phenanthren d10 0.019
Summe Methyl-PAK MW 216 <0.014 <0.014 21.7 Pyren d10 0.027
4-Methylpyren <0.014 <0.014 1.88 Pyren d10 0.027
2-Methylpyren <0.014 <0.014 4.19 Pyren d10 0.027
1-Methylpyren <0.014 <0.014 5.08 Pyren d10 0.027
Summe Methyl-PAK MW 242 n. d. <0.005 15 Benz[a]anthracen d12 0.015
Summe Dimethyl-PAK MW 256 n. d. <0.002 9.32 Benz[a]anthracen d12 0.023
Reten <0.005 <0.005 31.5 Phenanthren d10 0.016
o-PAK
1,5-Dihydroxynaphthalen n. d. <0.024 <0.023 Cholesterol d6 0.033
Fortsetzung auf nächster Seite
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Tabelle A.3 – Fortsetzung
CB14 ZnO WSP Interner RSD
[mg/kg] [mg/kg] [mg/kg] Standard [%]
1,8-Dihydroxynaphthalen n. d. <0.024 <0.023 Cholesterol d6 0.033
1,8-Naphthalsäureanhydrid <0.017 <0.017 31.1 Fluoren d10 0.141
11H-Benzo[a]uoren-11-on <0.004 <0.004 15 Fluoranthen d10 0.059
11H-Benzo[b]uoren-11-on <0.003 <0.003 20 Fluoranthen d10 0.067
1H-Phenalen-1-on <0.136 <0.136 39.3 Fluoren d10 0.029
1-Hydroxynaphthalen n. d. <0.024 <0.023 Cholesterol d6 0.033
1-Hydroxypyren n. d. <0.985 <0.947 Cholesterol d6 0.043
2,3-5,6-Dibenzoxalen <0.004 <0.004 7.17 Fluoranthen d10 0.059
2-Hydroxynaphthalen n. d. <0.028 <0.027 Cholesterol d6 0.042
3-Hydroxyphenanthren n. d. <0.024 14.7 Cholesterol d6 0.033
4-Hydroxyphenanthren n. d. <0.131 <0.126 Cholesterol d6 0.064
4-Oxapyren-5-on <0.004 <0.004 6.98 Fluoranthen d10 0.059
5,12-Naphthacendion n. d. <0.208 1.3 Benz[a]anthracen-7.12-dion d10 0.048
6H-Benzo[cd]pyren-6-on n. d. <0.286 31.6 Benz[a]anthracen-7.12-dion d10 0.036
7H-Benz[de]anthracen-7-on <0.003 <0.003 24 Fluoranthen d10 0.067
7H-Benzo[c]uoren-7-on <0.004 <0.004 6.6 Fluoranthen d10 0.059
9,10-Anthracendion <0.002 <0.002 29.6 Phenanthren d10 0.041
9H-Fluoren-9-on <0.136 <0.136 18.4 Fluoren d10 0.029
9-Hydroxyphenanthren n. d. <0.048 <0.046 Cholesterol d6 0.082
Benz[a]anthracen-7,12-dion n. d. <0.286 4.49 Benz[a]anthracen-7.12-dion d10 0.036
Benzo[b]naphtho[1,2-d]furan <0.021 <0.021 13 Phenanthren d10 0.039
Benzo[b]naphtho[2,3-d]furan <0.025 <0.025 5.54 Phenanthren d10 0.040
Benzo[kl]xanthen <0.136 <0.136 5.29 Fluoren d10 0.029
Cyclopenta[def]phenanthrenon <0.006 <0.006 21.9 Phenanthren d10 0.043
Naphtho[2,1,8,7-klmn]xanthen n. d. <1.25 3.5 Benz[a]anthracen-7.12-dion d10 0.042
Phenanthro[3,4-c]furan-1,3-dion n. d. <0.286 2.61 Benz[a]anthracen-7.12-dion d10 0.036
Xanthon <0.008 <0.008 12.5 Fluoren d10 0.054
Harzsäuren
6-Dehydrodehydroabietinsäure n. d. <0.001 1660 Levoglucosan 13C6 0.058
6-Dehydrodehydroabietinsäure-
Methylester
<0.02 <0.02 <0.02 Pyren d10 0.015
7-Oxo-Dehydroabietinsäure n. d. <0.001 896 Levoglucosan 13C6 0.058
7-Oxo-Dehydroabietinsäure-Methylester n. d. <0.001 <0.001 Pyren d10 0.015
Abietinsäure n. d. <0.001 <0.001 Levoglucosan 13C6 0.058
Dehydroabietinsäure n. d. <0.001 11350 Levoglucosan 13C6 0.058
Dehydroabietinsäure-Methylester <0.02 <0.02 16.8 Pyren d10 0.015
Isopimarinsäure n. d. <0.02 50.8 Levoglucosan 13C6 0.055
Pimarsäure n. d. <0.02 <0.019 Levoglucosan 13C6 0.055
Alkane
Dodecan 98.3 <0.02 <0.026 Hexadecan d34 0.031
Tridecan 24.3 <0.02 <0.019 Hexadecan d34 0.030
Tetradecan 81.4 3.79 5.11 Hexadecan d34 0.036
Pentadecan 8.56 <0.02 <0.019 Hexadecan d34 0.028
Hexadecan 33.8 <0.025 <0.024 Hexadecan d34 0.035
Heptadecan 10.6 <0.023 5.99 Hexadecan d34 0.032
Octadecan 21.6 <0.025 <0.024 Octadecan d38 0.035
Nonadecan 2.34 <0.021 <0.02 Octadecan d38 0.030
Eicosan <0.027 <0.027 <0.027 Octadecan d38 0.034
Henicosan <0.027 <0.027 <0.027 Octadecan d38 0.041
Fortsetzung auf nächster Seite
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Tabelle A.3 – Fortsetzung
CB14 ZnO WSP Interner RSD
[mg/kg] [mg/kg] [mg/kg] Standard [%]
Docosan <0.027 <0.027 <0.027 Docosan d46 0.032
Tricosan <0.027 <0.027 <0.027 Docosan d46 0.030
Tetracosan 5.71 1.05 8.36 Tetracosan d50 0.028
Pentacosan 0.765 <0.027 6.7 Tetracosan d50 0.031
Hexacosan 2.18 <0.027 6.09 Tetracosan d50 0.029
Heptacosan 0.17 <0.027 7.64 Tetracosan d50 0.029
Octacosan 1.45 0.898 7.31 Tetracosan d50 0.031
Nonacosan 0.471 0.106 7.09 Tetracosan d50 0.031
Triacontan 2.63 0.085 5.12 Triacontan d62 0.040
Hentriacontan 1.1 0.255 5.45 Triacontan d62 0.047
Dotriacontan 0.774 <0.036 2.82 Triacontan d62 0.047
Tritriacontan 0.432 <0.036 2.82 Triacontan d62 0.055
Tetratriacontan <0.036 <0.036 2.27 Triacontan d62 0.061
Pentatriacontan <0.031 <0.031 <0.029 Triacontan d62 0.064
Hexatriacontan <0.026 <0.026 <0.025 Triacontan d62 0.065
Octatriacontan <0.022 <0.022 <0.021 Triacontan d62 0.077
Heptatriacontan <0.012 <0.012 <0.012 Triacontan d62 0.060
Nonatriacontan <0.01 <0.01 <0.009 Triacontan d62 0.072
Tetracontan <0.008 <0.008 <0.008 Triacontan d62 0.079
Anhydrozucker
Galactosan n. d. <0.183 338 Levoglucosan 13C6 0.025
Mannosan n. d. <0.223 1030 Levoglucosan 13C6 0.034
Levoglucosan n. d. <1.23 7880 Levoglucosan 13C6 0.088
Nitro-Aromaten
2,6-Dimethoxy-4-nitrophenol n. d. n. d. 570 Vanillin 13C6 0.045
4-Nitrocatechol n. d. n. d. <0.034 Vanillin 13C6 0.045
4-Nitrophenol n. d. n. d. 26.4 Vanillin 13C6 0.045
Nitrocatechol n. d. n. d. 60.7 Vanillin 13C6 0.045
Lignin-Zerfallsprodukte
3-Guaiacylpropionsäure n. d. <0.011 6.93 Levoglucosan 13C6 0.048
3-Guaiacylpropanol n. d. <0.011 52.2 Levoglucosan 13C6 0.048
3-Syringylpropionsäure n. d. <0.011 2.08 Levoglucosan 13C6 0.048
4-Guaiacylbuttersäure n. d. <0.011 6.29 Levoglucosan 13C6 0.048
4-Methylcatechol n. d. n. d. 21 Vanillin 13C6 0.045
4-Methylsyringol n. d. n. d. 56.2 Vanillin 13C6 0.045
Acetosyringon n. d. <0.002 293 Levoglucosan 13C6 0.047
Homosyringasäure n. d. <0.011 5.58 Levoglucosan 13C6 0.048
Homovanillinsäure n. d. <0.011 3.82 Levoglucosan 13C6 0.048
Methylvanillat n. d. <0.008 19.9 Levoglucosan 13C6 0.031
m-Hydroxybenzoesäure n. d. <0.011 85.8 Levoglucosan 13C6 0.048
p-Hydroxybenzoesäure n. d. <0.011 89.6 Levoglucosan 13C6 0.048
Propionylguaiacol n. d. <0.002 24 Levoglucosan 13C6 0.047
Salicylsäure n. d. <0.011 28.6 Levoglucosan 13C6 0.048
Sinapylalkohol n. d. <0.005 1.77 Levoglucosan 13C6 0.066
Sinapylaldehyd n. d. <0.005 13.6 Levoglucosan 13C6 0.066
Syringaldehyd n. d. <0 3350 Levoglucosan 13C6 0.049
Syringasäure n. d. <0.005 251 Levoglucosan 13C6 0.066
Syringasäure-Methylester n. d. <0.008 33 Levoglucosan 13C6 0.031
Syringylaceton n. d. <0.005 9.6 Levoglucosan 13C6 0.066
Fortsetzung auf nächster Seite
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CB14 ZnO WSP Interner RSD
[mg/kg] [mg/kg] [mg/kg] Standard [%]
Syringylpropen n. d. <0.008 12.8 Levoglucosan 13C6 0.031
Vanillinsäure n. d. <0.011 179 Levoglucosan 13C6 0.048
Vanillin n. d. n. d. 323 Vanillin 13C6 0.045
3,3’,5,5’-Tetramethoxy-4,4’-
dihydroxystilben
n. d. <0.028 <0.027 Cholesterol d6 0.042
3,3’,5-Trimethoxy-4,4’-dihydroxystilben n. d. <0.028 <0.027 Cholesterol d6 0.042
3,3’-Dimethoxy-4,4’-dihydroxystilben n. d. <0.028 <0.027 Cholesterol d6 0.042
3,5-Dimethoxy-4,4’-dihydroxystilben n. d. <0.028 47.4 Cholesterol d6 0.042
Disyringyl n. d. <0.002 142 Levoglucosan 13C6 0.047
Disyringylmethan n. d. <0.028 11.4 Cholesterol d6 0.042
Disyringylpropan n. d. <0.002 <0.002 Levoglucosan 13C6 0.047
Divanillyl n. d. <0.008 133 Levoglucosan 13C6 0.031
Guaiacylsyringylmethan n. d. <0.028 <0.027 Cholesterol d6 0.042
Matairesinol n. d. <0.028 <0.027 Cholesterol d6 0.042
Shonanin n. d. <0.028 138 Cholesterol d6 0.042
Vanillinmandelsäure n. d. <0.011 <0.011 Levoglucosan 13C6 0.048
Vanillylsyringyl n. d. <0.002 52 Levoglucosan 13C6 0.047
Fettsäuren
Tridecansäure n. d. <73.1 <70.3 Palmitic acid d31 0.076
Tetradecansäure n. d. <73.1 <70.3 Palmitic acid d31 0.076
n-Pentadecansäure n. d. <73.1 <70.3 Palmitic acid d31 0.076
Palmitinsäure n. d. 3680 29 Palmitic acid d31 0.076
Ölsäure n. d. <73.1 <70.3 Palmitic acid d31 0.076
Stearinsäure n. d. 1920 <233 Palmitic acid d31 0.023
Tabelle A.4.: Analysendaten der WSP aus bereits veröentlichten Arbeiten (Gauggel et al. 2012; Gauggel-
Lewandowski et al. 2013)
EC/OC Konzentration [%]
Elementarer Kohlensto (EC) 18.0

































































































































































Abbildung A2.: Nanopartikel aus Zinkoxid, nicht aber Carbon Black, sind stark toxisch für A549 Zellen.
Die Zellen wurden mit CB14 (A,B) und ZnO NP (C,D) in den Konzentrationen 0, 5, 10, 50, 100 µg/mL und 10
µg/mL CdO (A,C) für 24 h lang behandelt. Die metabolische Aktivität wurde mit AlamarBlue® ermittelt
(A,C) und auf die Kontrolle bezogen (100%). Die Membranintegrität wurde anhand der Freisetzung von LDH
ins Kulturmedium ermittelt (B,D) und auf die LDH Menge, die durch vollständige Lyse von unbehandelten
Zellen mit 0.1% Triton X-100 freigesetzt wurde, bezogen (100%). Dargestellt sind die Mittelwerte + Stan-
dardabweichung von 9 Proben aus 3 unabhängigen Versuchen (CB14) bzw. 6 Proben aus 2 unabhängigen
































Abbildung A3.: Die als Posititvkontrolle verwendete CdO Konzentration führt nicht zu einer erhöhten
LDH Freisetzung. A549 Zellen wurden mit 10 µg/mL CdO in Zellkulturmedium ohne FKS bzw. partikelfreiem
Medium für 24 h behandelt. Die freigesetzte LDH-Menge wurde ermittelt und ist relativ zur Positivkontrolle
(1% Triton-X) angegeben. Die Ergebnisse sind die Mittelwerte + Standardabweichung aus 6 unabhängigen




































Abbildung A4.: Die Adsorption von IL-8 an WSP vermindert die mit dem ELISA detektierbare IL-8 Menge.
Rekombinantes IL-8 in der Endkonzentration 200 pg/mL wurde mit WSP der Endkonzentration 0, 5, 10, 50
und 100 µg/mL gemischt, beides in Zellkulturmedium ohne FKS. Nach 24 h wurden die Proben zentrifugiert
und mit ELISA das IL-8 im Überstand detektiert. Die gezeigten Ergebnisse sind die Mittelwerte + Standard-
abweichung von 6 Proben aus 2 Versuchen mit separat hergestellten Partikelsuspensionen, mit Ausnahme
der höchsten WSP Konzentration, wo lediglich 3 Proben innerhalb des Detektionslimit lagen. (**p<0.01,
***p<0.001 im Vergleich zum Medium ohne Partikel)
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Abbildung A5.: Bereits kurzzeitige Begasung mit unbefeuchteter Luft führt zu starkem Zelltod.
Im Gehäuse des Expositionssystems bendet sich ein Lüfter zur besseren Temperaturregelung. Wenn beim
Einsetzen der Zellen in das System der Ventilator unbeabsichtigt eingeschaltet bleibt, wird unbefeuchtete
Luft auf die Zellen geblasen, was sich in deutlichem Zelltod äußerte (Lüfter an, ohne Abdeckung). Wenn
die Zellen durch eine Abdeckung vom Luftstrom geschützt waren (Lüfter an, mit Abdeckung), oder die
Zellen weit entfernt vom Lüfter in das System eingesetzt wurden (kein Lüfter, ohne Abdeckung), wurde
kein Zelltod beobachtet. Nach dem vollständigen Einsetzen in das System, wurden alle Zellen für 4 h mit
befeuchteter, HEPA-gelterter Umgebungsluft begast und anschliessend die LDH Freisetzung analysiert. Die
Kontrollzellen verblieben während dieser Zeit in einem Inkubator (Inkubatorkontrollen). Zellen, die mit
0.2% Triton-X 100 lysiert wurden, dienten als Referenz für die maximal freisetzbare LDH Menge. Dargestellt
sind Einzelwerte aus einem einzelnen Experiment.
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-Flüssigkeits-Grenzschicht






























Abbildung A6.: Verlauf der Partikelkonzentration während eines typischen 4 h Experiments. Die
mit dem SMPS erfassten Partikelanzahlkonzentrationen aller Größenbereiche wurden aufsummiert und der
Verlauf über die Versuchszeit von 4 h dargestellt. Die gestrichelte Linie zeigt die mittlere Partikelkonzentration
während des gesamten Experimentes (3.4*10
5
Partikel/cm3). Gezeigt sind die Daten des exemplarischen



























Abbildung A7.: Partikelbedingte Induktion von CYP1A1 A549 Zellen wurden 4h mit HEPA gelterter
Umgebungsluft (Reinluft) oder mit partikelgeltertem (Gasphase) oder ungeltertem (Aerosol) Holzrauch-
aerosol (1:10 verdünnt) behandelt. Zusätzlich wurde durch Verwendung des elektrostatischen Felds die
Partikeldosis des ungelterten Aerosols erhöht (Aerosol HV). Mittels quantitativer RT-PCR wurden die
relativen Gehalte an CYP1A1 und IL-8 mRNA analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabwei-
chung von mindestens 9 Proben aus mindestens 3 unabhängigen Versuchen.Signikant unterschiedlich zur
Kontrolle mit ** = p<0.01, ***= p<0.001 (ANOVA mit Dunnetts’s post-hoc Test).
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Tabelle A.5.: GC-MS Analyse organischer Substanzen von gesammelten Partikel aus Filterproben (Jürgen
Orasche, HMGU München). Die angegebenen Konzentrationen sind die Mittelwerte und SD aus 8 verschie-









































Tabelle A.6.: Abschätzung der abgeschiedenen Dosis von Metallen und B[a]P-Äquivalenten und der daraus
maximal erreichbaren zellulären Konzentration
Konzentration auf Transwell [ng/cm2] Maximale intrazelluläre Konzentration [µM]
SMPS TEM SMPS TEM
Substanz 0V HV 0V HV 0V HV 0V HV
Al 4.14 16.28 4.69 18.34 1438.51 5658.13 1630.31 6377.38
Cd 0.15 0.59 0.17 0.67 12.52 49.23 14.19 55.49
Cr 0.39 1.53 0.44 1.72 69.98 275.26 79.31 310.25
Cu 0.34 1.32 0.38 1.49 49.63 195.20 56.24 220.01
Fe 2.04 8.04 2.32 9.06 343.17 1349.80 388.93 1521.39
Ni 0.34 1.32 0.38 1.49 53.73 211.34 60.89 238.21
Pb 0.65 2.54 0.73 2.87 29.27 115.13 33.17 129.76
Zn 2.26 8.88 2.56 10.01 323.92 1274.08 367.11 1436.04
TEQ(B[a]P) 0.03 0.12 0.03 0.13 1.10 4.34 1.25 4.90
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Tabelle A.7.: Liste der 100 stärksten induzierten und reprimierten Transkripte nach Aerosol und Gaspha-
senbehandlung in A549 Zellen. Sortiert wurde nach der stärksten Änderung der Genexpression mit p <0.05
durch entweder Aerosol- oder Gasphasenbehandlung. Die Genbezeichnungen entsprechen der Ensembl Gen
ID (GRCh37) und dem WikiGenes Gensymbol, sofern vorhanden.
Aerosol Gasphase
Gensymbol Ensembl Gen ID log2 Änderung p-Wert log2 Änderung p-Wert
Induzierte Gene
RFPL4A ENSG00000223638 5.55 9.0e-05 6.47 3.5e-07
EGR3 ENSG00000179388 5.90 3.8e-11 6.32 9.3e-13
EGR2 ENSG00000122877 5.64 2.3e-11 6.25 1.4e-13
HSPA6 ENSG00000173110 5.84 3.6e-10 6.13 3.0e-11
DUSP2 ENSG00000158050 4.92 3.0e-05 5.80 4.3e-07
HSPA7 ENSG00000225217 4.35 1.3e-01 5.29 3.8e-02
POU3F1 ENSG00000185668 4.98 1.7e-05 5.17 5.5e-06
RGS16 ENSG00000143333 4.70 1.8e-16 5.12 5.0e-20
C11orf96 ENSG00000187479 4.29 2.1e-02 5.05 4.8e-03
ARC ENSG00000198576 4.05 2.4e-05 4.92 2.4e-07
GADD45G ENSG00000130222 3.95 3.6e-12 4.90 2.6e-22
MIR663A ENSG00000227195 3.99 1.4e-08 4.89 7.9e-13
SOCS1 ENSG00000185338 4.09 9.0e-07 4.65 2.0e-08
MIR3648 ENSG00000264462 3.70 1.2e-02 4.63 4.2e-04
GCK ENSG00000106633 4.11 1.1e-01 4.60 3.1e-02
SCARNA21 ENSG00000252835 4.36 9.6e-02 4.59 4.9e-02
NRARP ENSG00000198435 3.82 7.6e-09 4.42 1.1e-11
RASD1 ENSG00000108551 3.24 1.4e-40 4.16 7.6e-69
HES1 ENSG00000114315 3.62 1.6e-08 3.96 5.9e-10
CXCR4 ENSG00000121966 3.45 1.6e-08 3.93 1.1e-10
MAFB ENSG00000204103 2.88 8.2e-09 3.75 3.8e-17
ID4 ENSG00000172201 3.49 3.6e-13 3.71 1.1e-15
FOS ENSG00000170345 3.39 1.0e-07 3.68 6.1e-09
DLX2 ENSG00000115844 2.63 1.7e-02 3.58 5.4e-04
SNAI1 ENSG00000124216 2.97 9.3e-08 3.53 1.6e-10
PHLDA2 ENSG00000181649 2.92 9.4e-09 3.47 4.6e-12
ENSG00000272449 2.63 2.0e-02 3.46 2.4e-04
ANKRD37 ENSG00000186352 2.66 9.8e-03 3.43 5.6e-04
ENSG00000223461 2.45 2.7e-02 3.39 1.1e-04
LINC01003 ENSG00000261455 3.39 3.0e-22 3.34 2.4e-21
ENSG00000253295 3.36 1.6e-02 3.26 2.8e-02
FZD9 ENSG00000188763 3.02 2.9e-06 3.34 4.2e-08
SNORD3A ENSG00000263934 3.08 3.7e-13 3.32 6.8e-16
ENSG00000228407 3.27 4.6e-02 3.20 8.7e-02
ENSG00000213386 2.40 1.8e-02 3.25 6.7e-05
ZNF296 ENSG00000170684 2.86 1.7e-11 3.23 3.3e-15
ENSG00000235586 2.44 1.5e-01 3.22 9.9e-03
HES7 ENSG00000179111 2.42 1.7e-05 3.21 1.6e-10
DOCK9-AS2 ENSG00000260992 2.52 6.4e-04 3.17 1.6e-06
TERC ENSG00000270141 2.99 5.1e-02 3.14 2.9e-02
ENSG00000261526 3.14 5.0e-08 2.86 1.3e-06
ENSG00000239470 1.32 7.9e-01 3.10 3.2e-02
ENSG00000263823 2.38 6.4e-03 3.05 9.3e-05
ADRB2 ENSG00000169252 2.59 1.2e-02 3.04 2.5e-03
HIST1H3I ENSG00000196532 2.74 6.5e-04 3.03 4.2e-05
Fortsetzung auf nächster Seite
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Aerosol Gasphase
Gensymbol Ensembl Gen ID log2 Änderung p-Wert log2 Änderung p-Wert
ID2 ENSG00000115738 2.64 1.7e-15 3.02 8.9e-20
ENSG00000204775 3.02 3.0e-02 2.51 1.4e-01
CDKN1C ENSG00000129757 2.50 3.8e-03 3.01 1.9e-04
ENSG00000260805 1.93 9.9e-02 2.97 9.2e-04
SERTAD1 ENSG00000197019 2.52 2.6e-04 2.92 1.7e-05
HES6 ENSG00000144485 2.22 1.0e-12 2.92 5.6e-22
HES4 ENSG00000188290 2.14 3.2e-12 2.91 5.9e-25
GPR3 ENSG00000181773 2.91 6.3e-08 2.83 2.0e-07
GADD45B ENSG00000099860 2.37 2.9e-06 2.86 1.4e-08
JUN ENSG00000177606 2.49 4.1e-06 2.86 6.4e-08
HIST1H3I ENSG00000198366 2.41 6.0e-02 2.81 1.6e-02
ENSG00000233421 2.23 1.4e-01 2.80 2.2e-02
RNU4-2 ENSG00000202538 1.37 7.2e-01 2.80 1.0e-02
LOC101927811 ENSG00000271133 2.07 2.5e-01 2.76 1.5e-02
HBEGF ENSG00000113070 2.65 1.8e-11 2.75 1.8e-12
ENSG00000235852 2.74 1.8e-02 2.61 2.3e-02
CYP1A1 ENSG00000140465 2.74 1.0e-05 -1.26 2.6e-01
PPP1R15A ENSG00000087074 2.57 2.7e-06 2.68 6.8e-07
ST7-AS1 ENSG00000227199 2.67 3.4e-03 2.58 7.2e-03
ENSG00000260708 2.11 1.3e-16 2.66 8.9e-27
MESP1 ENSG00000166823 1.87 7.9e-06 2.63 7.5e-12
CITED1 ENSG00000125931 1.90 1.0e-01 2.61 3.7e-03
HIST1H2BL ENSG00000185130 2.24 8.1e-03 2.61 1.1e-03
SOCS3 ENSG00000184557 2.10 2.9e-03 2.55 1.7e-04
ENDOG ENSG00000167136 1.81 3.7e-05 2.51 2.3e-11
HEY1 ENSG00000164683 2.04 8.6e-03 2.49 5.7e-04
ZFP36 ENSG00000128016 2.07 1.1e-06 2.44 2.2e-09
TMEM52 ENSG00000178821 2.44 2.2e-03 2.42 2.4e-03
PCAT6 ENSG00000228288 2.44 7.1e-05 2.40 5.8e-05
ENSG00000273008 2.43 1.1e-04 2.43 7.5e-05
CCDC85B ENSG00000175602 1.98 1.1e-04 2.43 4.7e-07
GPR89B ENSG00000188092 2.34 3.1e-05 2.41 2.0e-05
THAP7-AS1 ENSG00000230513 2.00 2.3e-02 2.40 1.4e-03
ATF3 ENSG00000162772 2.39 3.3e-03 2.34 3.9e-03
ENSG00000229891 1.64 2.7e-01 2.39 3.8e-02
ENSG00000273010 2.38 3.6e-03 2.35 6.5e-03
ENSG00000260727 1.28 3.0e-01 2.38 1.5e-03
HPDL ENSG00000186603 2.13 1.0e-02 2.36 1.1e-03
PPFIA3 ENSG00000177380 1.84 6.2e-14 2.36 6.1e-24
LOC101927044 ENSG00000265399 2.00 1.5e-01 2.36 4.6e-02
ADM ENSG00000148926 2.12 9.1e-06 2.36 5.8e-07
MRPL12 ENSG00000262814 1.50 2.7e-05 2.33 1.3e-13
IER2 ENSG00000160888 2.01 8.6e-08 2.32 4.2e-10
ENSG00000260081 1.14 2.9e-01 2.32 8.6e-04
C4orf48 ENSG00000243449 1.59 2.6e-04 2.30 5.8e-10
ENSG00000234779 1.87 1.1e-02 2.29 9.1e-04
NOG ENSG00000183691 2.28 2.0e-02 1.46 2.7e-01
LOC100653049 ENSG00000131737 2.12 6.2e-02 2.28 4.4e-02
EVA1B ENSG00000142694 1.65 5.5e-04 2.28 4.7e-08
ENSG00000222043 1.96 6.9e-02 2.27 2.6e-02
MNX1-AS1 ENSG00000243479 2.16 4.4e-07 2.27 1.4e-08
IER5 ENSG00000162783 1.99 1.1e-04 2.27 5.8e-06
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Aerosol Gasphase
Gensymbol Ensembl Gen ID log2 Änderung p-Wert log2 Änderung p-Wert
DDIT3 ENSG00000175197 1.89 1.7e-04 2.26 6.5e-06
SNORA78 ENSG00000255198 1.65 2.6e-15 2.26 1.0e-29
C19orf26 ENSG00000099625 1.59 1.0e-01 2.26 5.0e-03
Reprimierte Gene
SLC1A2 ENSG00000110436 -5.05 1.6e-03 -3.61 7.2e-03
ENSG00000269843 -3.82 4.7e-02 -4.89 2.4e-02
LOC101929399 ENSG00000232545 -2.69 1.0e-02 -4.51 2.6e-04
EBLN2 ENSG00000255423 -3.16 2.2e-05 -4.48 1.1e-06
FLG2 ENSG00000143520 -4.11 6.1e-03 -4.42 8.3e-03
RP11-374P20.4 ENSG00000235138 -4.16 2.6e-06 -4.31 1.4e-06
ENSG00000258959 -3.85 4.5e-03 -4.22 1.9e-03
SCN3A ENSG00000153253 -2.90 7.3e-07 -4.16 9.2e-09
CMYA5 ENSG00000164309 -0.89 7.4e-01 -4.16 1.8e-02
ENSG00000266926 -4.15 3.6e-02 -2.07 2.2e-01
ENSG00000236337 -3.06 4.9e-02 -4.13 2.3e-02
LOC285638 ENSG00000249476 -1.55 4.4e-01 -4.11 3.7e-02
PHACTR1 ENSG00000112137 -2.72 1.6e-06 -4.11 5.4e-10
ENSG00000260618 -1.84 1.2e-01 -4.09 3.1e-03
ENSG00000268912 -1.73 2.8e-02 -4.03 2.7e-06
ENSG00000267096 -1.65 2.4e-01 -4.00 5.3e-03
SH3RF3 ENSG00000172985 -1.05 6.2e-01 -3.97 3.2e-02
ZNF157 ENSG00000147117 -1.58 5.5e-01 -3.95 4.1e-02
MIR1254-1 ENSG00000221184 -2.11 1.0e-01 -3.89 1.0e-02
ENSG00000231125 -0.17 1.0e+00 -3.89 4.2e-02
ENSG00000251196 -3.88 4.6e-09 -3.62 1.6e-08
ENSG00000271755 -1.72 2.5e-01 -3.88 9.9e-03
ENSG00000260279 -3.87 4.6e-06 -2.25 2.4e-03
TAS2R5 ENSG00000127366 -3.85 6.3e-03 -1.88 2.4e-01
ENSG00000271828 -3.84 8.5e-04 -3.04 4.1e-03
ENSG00000256304 -3.17 1.1e-06 -3.84 1.5e-08
ENSG00000241481 -3.79 2.0e-02 -2.52 1.4e-01
ENSG00000268218 -3.72 9.3e-06 -1.99 5.3e-03
ENSG00000254428 -0.97 7.7e-01 -3.72 2.8e-02
LOC101060794 ENSG00000233327 -3.68 1.2e-02 -2.88 4.0e-02
CD160 ENSG00000117281 -2.21 3.6e-03 -3.68 2.2e-05
TBC1D3 ENSG00000234972 -3.68 2.9e-03 -3.53 4.4e-03
ENSG00000269427 -3.67 3.2e-02 -1.76 3.3e-01
HAL ENSG00000084110 -3.62 1.5e-02 -2.08 9.6e-02
CLEC18B ENSG00000140839 -3.56 4.8e-02 -1.75 4.2e-01
ENSG00000267759 -0.92 6.6e-01 -3.49 3.7e-02
ENSG00000267025 -1.51 2.0e-02 -3.49 3.0e-05
BSN ENSG00000164061 -1.97 3.6e-05 -3.45 1.5e-09
ENSG00000273449 -1.11 5.8e-01 -3.45 2.5e-02
ENSG00000261326 -2.03 1.5e-01 -3.45 9.1e-03
CHRM1 ENSG00000168539 -3.34 2.8e-02 -3.41 3.7e-02
ENSG00000265728 -1.67 1.8e-01 -3.38 6.2e-03
NOXRED1 ENSG00000165555 -2.04 1.9e-03 -3.38 1.3e-05
ENSG00000237719 -2.40 9.4e-02 -3.37 3.2e-02
PCDHGA6 ENSG00000253731 -1.30 3.6e-01 -3.37 1.8e-02
KCNB1 ENSG00000158445 -3.33 3.4e-03 -2.31 3.8e-02
ENSG00000227775 -1.88 2.8e-03 -3.33 1.4e-06
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Aerosol Gasphase
Gensymbol Ensembl Gen ID log2 Änderung p-Wert log2 Änderung p-Wert
ENSG00000177725 -1.84 1.9e-01 -3.30 1.1e-02
ABCA6 ENSG00000154262 -1.95 1.2e-01 -3.30 1.1e-02
ENSG00000228492 -1.75 2.7e-04 -3.27 6.5e-09
ENSG00000238018 -2.86 3.0e-06 -3.25 1.6e-06
ZFHX3 ENSG00000140836 -2.95 5.2e-38 -3.24 2.5e-43
ENSG00000256885 -0.46 9.4e-01 -3.23 9.3e-03
NFAT5 ENSG00000102908 -2.63 3.9e-09 -3.22 9.8e-13
ALPK3 ENSG00000136383 -1.54 5.3e-02 -3.22 2.4e-05
ENSG00000267249 -3.21 4.2e-03 -1.36 2.1e-01
ENSG00000254198 -2.27 2.1e-06 -3.20 5.3e-09
ENSG00000261770 -2.95 5.8e-07 -3.19 5.0e-08
ENSG00000248213 -3.19 1.9e-03 -2.71 7.7e-03
ENSG00000267632 -2.16 4.3e-03 -3.18 8.9e-05
LDHAL6A ENSG00000166800 -2.18 3.2e-02 -3.17 1.5e-03
ENSG00000234290 -3.17 3.6e-02 -3.00 4.6e-02
RBM20 ENSG00000203867 -3.03 2.2e-04 -3.16 8.1e-05
ENSG00000273448 -1.90 4.3e-02 -3.14 1.3e-03
SRGAP1 ENSG00000196935 -2.99 2.7e-49 -3.14 3.6e-53
ABCA1 ENSG00000165029 -2.61 1.2e-01 -3.14 4.1e-02
ENSG00000259366 -3.13 2.0e-05 -2.84 1.3e-04
ENSG00000260686 -1.72 2.2e-03 -3.11 3.0e-06
MEGF9 ENSG00000106780 -2.60 1.8e-45 -3.10 6.3e-61
ENSG00000267163 -1.98 2.8e-02 -3.10 2.5e-03
ENSG00000271997 -1.81 4.3e-03 -3.09 3.6e-05
ENSG00000262848 -1.30 4.3e-01 -3.08 2.6e-02
MFAP4 ENSG00000166482 -1.53 6.3e-03 -3.08 1.3e-06
ENSG00000176761 -0.46 1.0e+00 -3.08 2.1e-02
ENSG00000260141 -0.83 4.6e-01 -3.08 8.2e-04
ENSG00000254909 -1.43 6.0e-02 -3.07 4.7e-04
IRAK3 ENSG00000090376 -3.06 4.6e-02 -1.75 2.4e-01
ENSG00000260671 -3.04 4.9e-02 -2.24 1.3e-01
MIR138-1 ENSG00000207954 -3.04 3.1e-02 -2.29 8.6e-02
KLKB1 ENSG00000164344 -3.04 5.0e-02 -2.78 1.1e-01
LOC101928670 ENSG00000241860 -3.03 5.1e-03 -2.90 7.9e-03
ENSG00000223519 -3.03 4.0e-03 -2.27 3.0e-02
ENSG00000268885 -1.83 2.8e-02 -3.02 3.0e-04
ENSG00000170092 -2.05 7.4e-03 -3.02 6.9e-04
ENSG00000205918 -1.79 9.0e-07 -3.02 3.7e-13
ENSG00000270589 -2.27 4.5e-02 -2.99 1.2e-02
RGL1 ENSG00000143344 -2.64 2.5e-16 -2.99 4.9e-19
FBXW12 ENSG00000164049 -1.36 2.7e-01 -2.99 1.8e-02
ITGA2 ENSG00000164171 -2.40 3.4e-11 -2.98 4.8e-16
SASH1 ENSG00000111961 -2.42 7.6e-16 -2.98 5.9e-22
GOLGA6L20 ENSG00000196648 -1.87 7.1e-02 -2.97 3.2e-03
MUC6 ENSG00000184956 -2.15 8.5e-04 -2.96 1.0e-04
SPRY3 ENSG00000168939 -2.14 4.0e-05 -2.95 3.2e-07
ZNF469 ENSG00000225614 -2.73 9.3e-26 -2.93 2.2e-28
RP11-307E17.8 ENSG00000232063 -2.08 4.6e-07 -2.92 3.8e-10
CDK6 ENSG00000105810 -2.46 1.8e-45 -2.92 1.6e-60
ENSG00000205041 -1.98 7.1e-06 -2.91 4.4e-09
SPINK9 ENSG00000204909 -2.26 1.8e-02 -2.91 7.3e-03
FAT4 ENSG00000196159 -1.80 3.2e-05 -2.89 2.8e-10
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Tabelle A.7 – Fortsetzung
Aerosol Gasphase
Gensymbol Ensembl Gen ID log2 Änderung p-Wert log2 Änderung p-Wert
LOC101928379 ENSG00000235373 -1.33 1.7e-01 -2.87 4.4e-03
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Tabelle A.8.: Liste der 100 stärksten induzierten und reprimierten Transkripte nach Aerosol und Gasphasen-
behandlung in BEAS-2B Zellen. Sortiert wurde nach der stärksten Änderung der Genexpression mit p <0.05
durch entweder Aerosol- oder Gasphasenbehandlung. Die Genbezeichnungen entsprechen der Ensembl Gen
ID (GRCh37) und dem WikiGenes Gensymbol, sofern vorhanden.
Aerosol Gasphase
Gensymbol Ensembl Gen ID log2 Änderung p-Wert log2 Änderung p-Wert
Induzierte Gene
MIR663A ENSG00000227195 3.40 9.8e-11 4.72 9.7e-20
MIR3648 ENSG00000264462 2.55 5.2e-05 4.04 1.3e-10
RASD1 ENSG00000108551 3.54 7.4e-17 3.72 8.6e-19
RGS2 ENSG00000116741 3.09 6.0e-15 3.59 6.9e-20
DUSP2 ENSG00000158050 3.48 1.4e-13 3.16 3.4e-11
ENSG00000239776 2.17 2.4e-05 3.36 9.9e-11
IL6 ENSG00000136244 3.27 9.4e-13 2.66 1.4e-08
SNAI1 ENSG00000124216 2.91 5.0e-12 3.25 1.7e-14
TERC ENSG00000270141 3.24 2.1e-11 3.14 1.3e-10
DUSP23 ENSG00000158716 3.15 8.3e-12 2.62 2.9e-08
ID2 ENSG00000115738 3.11 2.3e-22 3.15 5.1e-23
ENSG00000251705 1.56 7.1e-03 3.01 2.1e-07
HES4 ENSG00000188290 2.98 7.0e-13 2.89 5.6e-12
IL24 ENSG00000162892 2.97 7.0e-19 2.63 1.1e-14
BCL2A1 ENSG00000140379 2.96 1.2e-09 2.63 1.4e-07
ENSG00000241781 1.92 2.6e-04 2.93 4.2e-08
SNORD3A ENSG00000263934 2.55 4.9e-07 2.92 1.6e-08
RELB ENSG00000104856 2.90 1.4e-13 2.25 2.1e-08
CCL2 ENSG00000108691 2.88 1.0e-10 1.81 9.2e-05
LIN7B ENSG00000104863 2.87 8.2e-11 2.39 1.4e-07
EGR2 ENSG00000122877 2.85 2.5e-09 2.79 1.0e-08
HIST1H3H ENSG00000124693 2.51 4.0e-12 2.84 2.2e-15
HPDL ENSG00000186603 2.84 1.0e-12 2.32 1.2e-08
DUSP6 ENSG00000139318 2.76 4.0e-13 2.81 2.3e-13
RPS17L ENSG00000184779 2.81 3.7e-11 2.46 1.2e-08
FOS ENSG00000170345 2.69 1.5e-04 2.78 1.5e-04
RMRP ENSG00000269900 2.22 8.1e-05 2.78 1.4e-06
C11orf96 ENSG00000187479 2.26 1.9e-05 2.77 2.1e-07
ENSG00000223461 2.55 1.1e-07 2.75 1.3e-08
ID1 ENSG00000125968 2.74 6.6e-12 2.12 2.2e-07
SNHG8 ENSG00000269893 2.73 4.1e-10 2.20 9.0e-07
PPP1R35 ENSG00000160813 2.71 1.6e-13 2.24 2.3e-09
CXCL3 ENSG00000163734 2.70 2.1e-07 2.25 2.9e-05
G0S2 ENSG00000123689 2.67 5.4e-09 1.95 3.7e-05
SERTAD4-AS1 ENSG00000203706 2.67 1.0e-06 1.87 1.0e-03
PHLDA2 ENSG00000181649 2.67 2.0e-12 2.53 4.0e-11
PFDN2 ENSG00000143256 2.64 6.7e-10 2.16 8.2e-07
EGR4 ENSG00000135625 2.23 2.0e-03 2.63 3.6e-04
GADD45A ENSG00000116717 2.37 1.2e-15 2.62 4.2e-19
ENSG00000226958 1.93 6.0e-04 2.62 4.7e-06
ARC ENSG00000198576 2.17 6.9e-05 2.61 2.4e-06
HSPA7 ENSG00000225217 2.40 2.8e-04 2.59 1.3e-04
RNU6-1 ENSG00000202337 2.59 2.3e-08 2.39 4.9e-07
RNU4-2 ENSG00000202538 1.44 5.2e-03 2.59 5.2e-07
ID3 ENSG00000117318 2.58 4.0e-12 1.88 9.4e-07
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Aerosol Gasphase
Gensymbol Ensembl Gen ID log2 Änderung p-Wert log2 Änderung p-Wert
ATF3 ENSG00000162772 2.00 1.3e-06 2.58 6.0e-10
ENSG00000260025 2.57 1.4e-08 2.13 4.8e-06
UFSP1 ENSG00000176125 2.56 2.4e-07 1.91 2.1e-04
LOC100130938 ENSG00000267279 2.56 6.8e-09 2.08 4.7e-06
ENSG00000236058 2.55 1.8e-08 2.30 7.1e-07
RANGRF ENSG00000108961 2.53 9.0e-10 2.10 7.5e-07
MESP1 ENSG00000166823 2.53 5.1e-08 1.91 7.0e-05
ANGPTL4 ENSG00000167772 2.52 1.7e-06 2.28 2.8e-05
IL8 ENSG00000169429 2.52 6.1e-11 1.85 3.0e-06
IAH1 ENSG00000134330 2.52 1.0e-15 2.17 9.9e-12
FAM195A ENSG00000172366 2.51 1.1e-07 1.91 9.1e-05
ENSG00000232533 2.50 3.0e-08 1.74 2.0e-04
SCARNA21 ENSG00000252835 2.50 2.6e-04 2.09 3.4e-03
C6orf1 ENSG00000186577 2.49 6.6e-07 1.79 5.8e-04
MIR4435-1HG ENSG00000222041 2.49 1.4e-09 1.92 5.9e-06
PLK3 ENSG00000173846 2.33 3.2e-12 2.47 2.0e-13
BATF3 ENSG00000123685 2.47 6.9e-08 1.92 4.9e-05
SPRY4 ENSG00000187678 2.13 3.6e-07 2.47 4.6e-09
ENSG00000235852 1.73 2.0e-02 2.47 1.0e-03
C16orf74 ENSG00000154102 2.46 3.2e-08 1.89 3.9e-05
ENSG00000236439 2.45 2.6e-07 1.82 2.3e-04
ENSG00000256268 2.45 1.1e-11 2.17 3.4e-09
SNORA76 ENSG00000266402 2.44 8.2e-07 1.87 2.6e-04
CCDC61 ENSG00000104983 2.43 1.4e-10 1.91 9.3e-07
HIST1H3I ENSG00000196532 2.33 3.3e-10 2.42 7.0e-11
ENSG00000228929 2.42 1.2e-08 2.00 4.7e-06
ENSG00000272449 2.41 9.5e-05 1.61 1.5e-02
CYSTM1 ENSG00000120306 2.41 2.6e-07 1.74 3.5e-04
RPPH1 ENSG00000259001 1.88 1.2e-03 2.41 5.4e-05
ENSG00000229891 2.40 9.5e-04 1.50 5.2e-02
GALE ENSG00000117308 2.40 2.0e-10 2.06 9.3e-08
LINC01003 ENSG00000261455 2.05 2.3e-05 2.40 9.6e-07
AC058791.1 ENSG00000226380 2.31 1.2e-11 2.40 2.5e-12
SLC39A4 ENSG00000147804 2.39 1.3e-07 1.93 3.5e-05
RPL39 ENSG00000198918 2.39 1.0e-10 1.99 1.4e-07
LOC150051 ENSG00000237594 2.38 2.7e-07 1.76 2.6e-04
EPB41L4A-AS1 ENSG00000224032 2.38 2.0e-11 2.09 7.3e-09
RPS29 ENSG00000213741 2.37 5.1e-08 1.93 1.8e-05
ENDOG ENSG00000167136 2.27 6.7e-07 2.37 3.8e-07
JUNB ENSG00000171223 2.37 2.6e-10 2.31 1.1e-09
PSMG4 ENSG00000180822 2.36 1.3e-09 1.85 3.9e-06
SNORD74 ENSG00000234741 2.36 1.2e-14 2.04 4.7e-11
MRPL36 ENSG00000171421 2.35 8.7e-08 1.62 3.6e-04
PRR7 ENSG00000131188 2.35 1.5e-07 1.96 2.2e-05
GADD45B ENSG00000099860 2.35 1.8e-08 2.25 1.4e-07
RPS27 ENSG00000177954 2.34 2.4e-10 1.96 2.3e-07
IER5L ENSG00000188483 1.93 2.6e-05 2.34 6.3e-07
SLC25A6 ENSG00000169100 2.34 1.4e-11 1.98 2.1e-08
TMEM223 ENSG00000168569 2.33 7.8e-09 1.74 3.0e-05
RPL39L ENSG00000163923 2.33 5.2e-09 1.77 1.7e-05
ENSG00000126749 2.32 1.6e-10 1.87 5.5e-07
RN7SK ENSG00000202198 1.74 2.3e-03 2.32 6.8e-05
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Aerosol Gasphase
Gensymbol Ensembl Gen ID log2 Änderung p-Wert log2 Änderung p-Wert
CD70 ENSG00000125726 2.31 4.7e-07 1.63 6.5e-04
SNORA78 ENSG00000255198 2.31 1.6e-05 1.68 2.7e-03
LINC00116 ENSG00000175701 2.31 1.0e-05 1.57 4.1e-03
Reprimierte Gene
BMF ENSG00000104081 -4.17 3.0e-44 -4.38 1.3e-49
ENSG00000273237 -3.96 2.1e-16 -3.61 2.2e-15
LOC101928882 ENSG00000145075 -3.95 3.9e-13 -3.67 3.4e-12
SLC8A2 ENSG00000118160 -3.94 5.8e-09 -3.49 1.6e-07
ENSG00000271529 -3.92 1.3e-12 -2.56 1.7e-06
LOC101930127 ENSG00000230724 -3.81 1.6e-09 -1.52 9.3e-03
ENSG00000261786 -3.70 8.5e-40 -3.53 1.0e-36
STOX2 ENSG00000173320 -3.55 2.3e-10 -2.37 4.9e-06
ENSG00000267194 -3.53 4.0e-07 -3.42 1.2e-06
IL3RA ENSG00000185291 -3.47 3.8e-08 -2.18 2.0e-04
ENSG00000255050 -3.44 5.6e-09 -2.26 4.3e-05
CNTF ENSG00000242689 -3.33 4.0e-09 -2.34 2.1e-05
ENSG00000258959 -3.33 1.6e-06 -2.72 9.5e-05
ENSG00000250397 -3.30 4.0e-08 -2.56 1.6e-05
CCDC180 ENSG00000197816 -3.29 1.6e-09 -2.88 3.2e-08
ENSG00000257151 -3.26 8.4e-09 -2.42 5.3e-06
ENSG00000272005 -3.12 1.0e-11 -3.22 1.0e-12
ENSG00000228492 -3.20 6.4e-07 -2.47 9.0e-05
ENSG00000259806 -3.20 4.4e-08 -2.52 7.6e-06
S100A1 ENSG00000160678 -3.19 1.1e-12 -2.48 2.9e-09
LINC00641 ENSG00000258441 -3.16 3.6e-15 -2.46 8.0e-10
RADIL ENSG00000157927 -3.13 2.8e-06 -1.93 3.1e-03
TLR6 ENSG00000174130 -3.12 2.3e-09 -2.21 5.0e-06
ENSG00000251196 -3.11 1.4e-07 -2.58 1.6e-05
BCL9L ENSG00000186174 -3.09 1.1e-09 -2.07 7.5e-05
EPHA7 ENSG00000135333 -3.07 2.6e-06 -2.36 2.1e-04
ENSG00000238018 -3.06 6.9e-06 -2.79 5.2e-05
LOC101928723 ENSG00000116254 -3.06 7.5e-08 -2.43 5.9e-06
TIAF1 ENSG00000221995 -2.75 9.1e-06 -3.04 1.5e-06
ENSG00000271862 -3.04 2.7e-12 -1.92 1.8e-06
ASMTL-AS1 ENSG00000236017 -3.02 6.0e-08 -2.47 5.9e-06
ENSG00000215022 -3.02 3.2e-06 -1.09 7.6e-02
GPR75 ENSG00000119737 -3.01 3.3e-06 -2.21 7.7e-04
SSC5D ENSG00000179954 -3.00 6.0e-08 -2.71 3.8e-07
LTB4R2 ENSG00000272658 -2.99 1.0e-05 -2.01 3.7e-03
ENSG00000261326 -2.99 5.0e-13 -2.85 9.6e-13
ENSG00000261799 -2.97 1.7e-11 -2.50 2.2e-09
ENSG00000271430 -2.95 1.3e-11 -2.82 4.1e-11
MC1R ENSG00000258839 -2.95 2.4e-10 -2.19 1.5e-06
PIK3C2B ENSG00000133056 -2.93 1.2e-08 -2.79 5.9e-08
SLC47A2 ENSG00000180638 -2.91 6.9e-06 -2.82 1.5e-05
UCP3 ENSG00000175564 -2.71 8.3e-10 -2.90 4.9e-11
SCN8A ENSG00000196876 -2.90 2.2e-05 -1.18 8.4e-02
ENSG00000271971 -2.55 1.6e-04 -2.89 3.3e-05
TGFBR3 ENSG00000069702 -2.88 5.9e-13 -2.88 7.4e-13
ZNF117 ENSG00000152926 -2.88 8.6e-10 -2.50 9.0e-08
ENSG00000271533 -2.72 2.2e-06 -2.87 9.1e-07
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ENSG00000273018 -2.87 1.3e-05 -1.95 3.5e-03
LINC00176 ENSG00000196421 -2.36 2.5e-07 -2.85 9.1e-10
LRRC58 ENSG00000163428 -2.85 1.5e-12 -2.66 5.4e-11
RAB27B ENSG00000041353 -2.66 1.6e-10 -2.84 1.1e-11
ENSG00000272604 -2.52 2.6e-07 -2.84 1.0e-08
ENSG00000264098 -2.83 1.3e-05 -2.37 2.3e-04
MIR138-1 ENSG00000207954 -1.92 1.9e-03 -2.83 9.6e-06
ENSG00000228302 -2.83 9.2e-06 -2.11 6.7e-04
ENSG00000272345 -2.14 1.4e-03 -2.81 4.9e-05
ENSG00000213713 -2.81 3.2e-08 -1.77 2.7e-04
ENSG00000268279 -2.80 3.2e-05 -1.45 3.0e-02
ENSG00000272216 -2.80 4.6e-05 -1.90 6.3e-03
C11orf42 ENSG00000180878 -2.80 8.7e-05 -2.36 1.4e-03
ENSG00000254428 -2.80 3.8e-05 -1.63 1.9e-02
ENSG00000248213 -2.79 8.8e-05 -2.48 7.6e-04
MXRA8 ENSG00000162576 -2.79 1.6e-08 -2.17 5.4e-06
ENSG00000205041 -2.66 1.6e-04 -2.79 1.2e-04
MN1 ENSG00000169184 -2.54 1.6e-08 -2.78 8.2e-10
NCOA2 ENSG00000140396 -2.77 1.4e-09 -2.24 1.5e-06
ENSG00000260841 -2.56 8.1e-10 -2.77 3.2e-11
ENSG00000238334 -2.76 5.0e-06 -2.38 8.3e-05
LCOR ENSG00000196233 -2.76 1.8e-10 -2.09 1.9e-06
RAB39B ENSG00000155961 -2.75 3.2e-05 -2.54 1.4e-04
LPPR3 ENSG00000129951 -2.75 7.2e-05 -1.97 5.0e-03
PROX2 ENSG00000119608 -2.75 9.3e-06 -1.84 2.0e-03
FLRT2 ENSG00000185070 -2.74 6.3e-21 -2.62 1.9e-19
ENSG00000253636 -2.73 2.3e-05 -2.65 4.7e-05
PLIN4 ENSG00000167676 -2.57 8.4e-06 -2.72 3.1e-06
CLEC18B ENSG00000140839 -2.36 1.0e-03 -2.72 2.4e-04
WDR52 ENSG00000206530 -2.72 3.8e-17 -2.24 1.8e-12
TRIM73 ENSG00000178809 -2.72 3.2e-06 -1.74 1.6e-03
YJEFN3 ENSG00000250067 -2.71 2.5e-10 -2.06 1.3e-06
COL11A2 ENSG00000204248 -2.71 2.2e-12 -2.70 1.6e-12
EBLN2 ENSG00000255423 -2.71 7.1e-05 -2.41 5.2e-04
AKAP5 ENSG00000179841 -2.71 8.1e-11 -2.55 4.1e-10
CCDC183-AS1 ENSG00000228544 -2.70 3.6e-07 -1.70 7.9e-04
ENSG00000272016 -2.36 2.2e-11 -2.70 2.7e-14
CARD14 ENSG00000141527 -2.70 1.6e-05 -1.69 5.4e-03
LHX4 ENSG00000121454 -2.70 3.0e-06 -2.56 1.2e-05
RAPGEF6 ENSG00000158987 -2.31 6.5e-09 -2.70 1.8e-11
TRIM66 ENSG00000166436 -2.69 9.0e-10 -2.38 6.3e-08
KCNB1 ENSG00000158445 -2.02 9.3e-04 -2.69 1.8e-05
TPPP ENSG00000171368 -2.69 1.3e-07 -1.70 6.8e-04
ENSG00000260482 -2.68 3.9e-06 -1.97 1.0e-03
TSSK4 ENSG00000139908 -2.67 7.6e-06 -1.80 2.7e-03
RFX7 ENSG00000181827 -2.67 3.1e-08 -2.33 2.0e-06
DOCK8 ENSG00000107099 -2.66 9.3e-10 -1.53 4.6e-04
NRG4 ENSG00000169752 -2.66 1.6e-08 -2.28 5.4e-07
APC ENSG00000134982 -2.65 6.8e-10 -2.19 6.2e-07
RPL23AP64 ENSG00000240970 -2.65 1.5e-04 -1.43 5.2e-02
ENSG00000236871 -2.65 1.1e-05 -2.16 3.2e-04
LOC149134 ENSG00000227953 -2.30 1.3e-04 -2.65 2.1e-05
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ENSG00000221625 -2.59 1.7e-06 -2.64 1.4e-06
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Tabelle A.9.: Liste der angereicherten GO Terme basierend auf den dierentiell regulierten Genen des
Vergleichs Gasphase gegen Reinluft in A549 und BEAS-2B. Mit dem REVIGO-Tool (Supek et al. 2011) wurden
redundante GO-Terme mit großer Überlappung entfernt. Aufgeführt ist die Bezeichnung des GO-Terms, der
Signikanzwert der Anreicherung, die Anzahl modulierter Gene des GO-Terms und der prozentuale Anteil
der modulierten Gene von allen detektierten Genen des angereicherten Terms.
Anzahl Prozentualer
GO-Term p-Wert Transkripte Anteil
A549
translational elongation 8.6e-45 85 84.2
translation 2.2e-38 166 50.2
generation of precursor metabolites and energy 5.5e-17 122 39.
cell cycle 2.2e-15 235 30.3
oxidative phosphorylation 2.5e-14 53 54.1
chromatin modication 6.7e-12 100 36.5
phosphorus metabolic process 7.9e-12 267 27.4
cellular macromolecule catabolic process 9.9e-12 210 29.
negative regulation of macromolecule metabolic process 1.9e-11 211 28.7
cell cycle process 2.4e-11 171 30.3
ribonucleoprotein complex biogenesis 2.4e-11 73 40.6
DNA metabolic process 6.2e-10 152 30.
negative regulation of ligase activity 7.4e-10 36 53.7
regulation of cellular protein metabolic process 3.0e-09 142 30.
regulation of ligase activity 7.2e-09 39 48.1
ncRNA processing 9.8e-09 69 36.9
respiratory electron transport chain 1.6e-08 33 51.6
RNA processing 1.9e-08 156 28.5
protein modication by small protein conjugation or removal 3.3e-07 58 36.2
cellular response to stress 3.5e-07 155 27.4
ncRNA metabolic process 7.0e-07 75 32.6
transcription initiation 7.2e-07 36 43.4
response to DNA damage stimulus 9.1e-07 109 29.2
DNA replication 3.2e-06 63 33.2
transcription initiation from RNA polymerase II promoter 4.8e-06 30 44.1
cell cycle phase 1.1e-05 114 27.5
RNA elongation 1.5e-05 24 47.1
negative regulation of molecular function 1.6e-05 95 28.4
RNA elongation from RNA polymerase II promoter 1.7e-05 23 47.9
transcription from RNA polymerase II promoter 2.3e-05 71 30.3
cofactor metabolic process 3.5e-05 61 31.3
mitochondrial respiratory chain complex assembly 3.6e-05 10 83.3
DNA repair 3.7e-05 82 28.9
M phase 4.5e-05 92 28.
hexose metabolic process 8.2e-05 59 30.7
protein amino acid autophosphorylation 9.2e-05 32 37.6
M phase of mitotic cell cycle 1.2e-04 66 29.5
cell division 1.5e-04 82 27.8
steroid hormone receptor signaling pathway 1.7e-04 24 41.4
cofactor catabolic process 1.8e-04 16 51.6
nuclear division 2.3e-04 64 29.1
intracellular transport 2.4e-04 160 24.4
intracellular receptor-mediated signaling pathway 3.3e-04 28 37.3
regulation of cell death 3.7e-04 192 23.6
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deoxyribonucleotide metabolic process 5.0e-04 14 51.9
death 5.1e-04 172 23.8
2’-deoxyribonucleotide metabolic process 5.5e-04 12 57.1
regulation of apoptosis 6.4e-04 188 23.4
regulation of cell cycle 6.9e-04 87 26.3
chordate embryonic development 6.9e-04 87 26.3
apoptosis 7.8e-04 145 24.1
oxidation reduction 1.0e-03 152 23.8
biopolymer methylation 1.2e-03 25 36.2
acetyl-CoA catabolic process 1.5e-03 12 52.2
tricarboxylic acid cycle 1.5e-03 12 52.2
alcohol biosynthetic process 1.7e-03 18 40.9
heart development 1.9e-03 59 27.4
Ras protein signal transduction 2.6e-03 33 31.4
regulation of gene expression, epigenetic 2.9e-03 26 33.8
protein neddylation 3.5e-03 6 85.7
hydrogen transport 4.2e-03 22 34.9
deoxyribonucleoside triphosphate metabolic process 4.6e-03 7 70.0
stem cell development 4.8e-03 12 46.2
methylation 5.1e-03 25 32.9
nucleoside metabolic process 5.2e-03 22 34.4
purine deoxyribonucleoside triphosphate metabolic process 5.3e-03 5 100.0
long-term strengthening of neuromuscular junction 5.3e-03 5 100.0
posttranscriptional regulation of gene expression 5.4e-03 56 26.5
nucleotide-excision repair, DNA gap lling 7.4e-03 9 52.9
polyamine metabolic process 8.5e-03 7 63.6
glutathione metabolic process 9.3e-03 12 42.9
glycolysis 9.4e-03 17 36.2
nucleotide-excision repair 9.6e-03 19 34.5
centrosome organization 1.0e-02 13 40.6
stem cell dierentiation 1.0e-02 13 40.6
protein folding 1.1e-02 47 26.6
protein amino acid acylation 1.2e-02 20 33.3
mRNA metabolic process 1.3e-02 88 23.8
liver development 1.4e-02 18 34.0
insulin-like growth factor receptor signaling pathway 1.5e-02 6 66.7
nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid transport 1.5e-02 32 28.3
response to oxidative stress 1.8e-02 43 26.2
cell redox homeostasis 2.0e-02 20 31.7
protein amino acid alkylation 2.2e-02 14 35.9
histone H4 acetylation 2.3e-02 9 45.0
one-carbon metabolic process 2.3e-02 31 27.7
ubiquitin cycle 2.5e-02 10 41.7
Notch signaling pathway 2.6e-02 17 32.7
regulation of mitochondrial depolarization 2.7e-02 5 71.4
fructose 6-phosphate metabolic process 2.7e-02 5 71.4
nucleoside diphosphate biosynthetic process 2.7e-02 5 71.4
cell cycle checkpoint 2.7e-02 26 28.6
response to insulin stimulus 2.8e-02 28 28.0
pigment metabolic process 3.2e-02 15 33.3
response to organic substance 3.3e-02 156 21.6
MAPKKK cascade 3.3e-02 46 25.0
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Tabelle A.9 – Fortsetzung
Anzahl Prozentualer
GO-Term p-Wert Transkripte Anteil
proteolysis 3.3e-02 222 21.1
cell aging 3.4e-02 12 36.4
regulation of mesenchymal cell proliferation 3.8e-02 8 44.4
microtubule-based process 4.0e-02 60 23.7
initiation of viral infection 4.0e-02 9 40.9
response to peptide hormone stimulus 4.1e-02 39 25.3
activation of JUN kinase activity 4.2e-02 10 38.5
protein import 4.2e-02 34 26.0
cellular response to reactive oxygen species 4.2e-02 11 36.7
cellular metabolic compound salvage 4.6e-02 5 62.5
regulation of JUN kinase activity 7.3e-02 12 32.4
BEAS-2B
translational elongation 8.9e-38 73 72.3
translation 1.6e-37 145 43.8
generation of precursor metabolites and energy 1.4e-08 85 27.2
oxidative phosphorylation 1.6e-08 38 38.8
ribonucleoprotein complex biogenesis 4.4e-08 56 31.1
chromosome organization 1.3e-07 115 23.7
ncRNA metabolic process 9.1e-07 63 27.4
ncRNA processing 1.1e-06 54 28.9
response to DNA damage stimulus 1.6e-06 90 24.1
respiratory electron transport chain 6.1e-06 25 39.1
cell cycle 1.9e-05 157 20.2
RNA processing 2.1e-05 117 21.4
DNA metabolic process 4.9e-05 108 21.3
cellular response to stress 6.2e-05 118 20.8
phosphorus metabolic process 6.5e-05 187 19.2
DNA repair 1.5e-04 66 23.2
transcription initiation 2.6e-04 26 31.3
cell cycle process 3.3e-04 114 20.2
regulation of apoptosis 3.7e-04 154 19.2
transcription initiation from RNA polymerase II promoter 5.4e-04 22 32.4
regulation of DNA binding 5.4e-04 33 27.3
apoptosis 5.5e-04 119 19.8
protein localization in mitochondrion 6.6e-04 14 41.2
regulation of binding 6.6e-04 39 25.5
regulation of cell death 6.7e-04 154 18.9
DNA catabolic process 7.0e-04 20 33.3
in utero embryonic development 8.6e-04 43 24.4
regulation of cellular protein metabolic process 8.9e-04 96 20.3
aerobic respiration 9.1e-04 14 40.0
NADH dehydrogenase complex assembly 1.2e-03 7 70.0
nucleotide-excision repair 1.8e-03 18 32.7
death 1.8e-03 136 18.8
cell death 1.9e-03 135 18.8
negative regulation of macromolecule metabolic process 3.1e-03 136 18.5
androgen receptor signaling pathway 4.1e-03 13 36.1
mitochondrial transport 4.2e-03 20 29.0
positive regulation of JUN kinase activity 4.5e-03 12 37.5
cell division 5.2e-03 61 20.7
ubiquinone biosynthetic process 5.2e-03 6 66.7
Fortsetzung auf nächster Seite
169
A. Anhang
Tabelle A.9 – Fortsetzung
Anzahl Prozentualer
GO-Term p-Wert Transkripte Anteil
transcription from RNA polymerase II promoter 6.2e-03 50 21.4
double-strand break repair 6.9e-03 18 29.0
cell cycle arrest 7.0e-03 26 25.2
protein amino acid lipidation 8.0e-03 16 30.2
protein import 8.2e-03 31 23.7
heart development 8.5e-03 46 21.4
response to insulin stimulus 9.4e-03 25 25.0
deoxyribonucleotide catabolic process 1.0e-02 7 50.0
lipoprotein metabolic process 1.1e-02 21 26.2
intracellular receptor-mediated signaling pathway 1.1e-02 20 26.7
regulation of JUN kinase activity 1.5e-02 12 32.4
negative regulation of cell death 1.7e-02 69 19.2
microtubule-based process 1.7e-02 51 20.2
nucleobase, nucleoside and nucleotide catabolic process 1.9e-02 16 27.6
RNA elongation from RNA polymerase II promoter 1.9e-02 14 29.2
regulation of hormone metabolic process 2.2e-02 6 50.0
cell cycle phase 2.3e-02 77 18.6
respiratory system development 2.4e-02 25 23.1
response to ionizing radiation 2.5e-02 16 26.7
positive regulation of transcription factor activity 2.5e-02 16 26.7
polyprenol metabolic process 2.5e-02 4 80.0
lung development 2.9e-02 23 23.2
RNA elongation 3.1e-02 14 27.5
insulin-like growth factor receptor signaling pathway 3.2e-02 5 55.6
deoxyribonucleotide metabolic process 3.6e-02 9 33.3
hydrogen transport 3.8e-02 16 25.4
neutrophil chemotaxis 3.9e-02 7 38.9
M phase of mitotic cell cycle 3.9e-02 44 19.6
protein folding 4.0e-02 36 20.3
mRNA metabolic process 4.0e-02 68 18.4
regulation of osteoblast dierentiation 4.4e-02 12 27.9
nucleotide-excision repair, DNA incision 4.5e-02 4 66.7
regulation of cyclin-dependent protein kinase activity 4.7e-02 14 25.9
T-helper 1 type immune response 4.7e-02 5 50.0
ribonucleoside diphosphate metabolic process 4.7e-02 5 50.0
cranial nerve development 5.0e-02 7 36.8
recombinational repair 5.0e-02 7 36.8
transcription from RNA polymerase III promoter 5.0e-02 7 36.8
double-strand break repair via homologous recombination 5.0e-02 7 36.8
protein amino acid acylation 5.1e-02 15 25.0
regulation of gene expression, epigenetic 5.4e-02 18 23.4
regulation of mammary gland epithelial cell proliferation 5.9e-02 3 100.0
nucleotide-excision repair, DNA incision, 5’-to lesion 5.9e-02 3 100.0
M phase 6.0e-02 60 18.2
regulation of cell adhesion 6.7e-02 28 20.4
positive regulation of gene expression, epigenetic 7.1e-02 4 57.1
fructose 6-phosphate metabolic process 7.1e-02 4 57.1
positive regulation of T cell mediated cytotoxicity 7.1e-02 4 57.1
phosphoinositide 3-kinase cascade 7.1e-02 4 57.1
copper ion transport 7.4e-02 6 37.5
biopolymer methylation 7.5e-02 16 23.2
activation of JUN kinase activity 7.7e-02 8 30.8
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Tabelle A.9 – Fortsetzung
Anzahl Prozentualer
GO-Term p-Wert Transkripte Anteil
stem cell development 7.7e-02 8 30.8
apoptotic nuclear changes 7.7e-02 8 30.8
hindlimb morphogenesis 7.7e-02 8 30.8
regulation of ligase activity 8.0e-02 18 22.2
oxidation reduction 8.3e-02 108 16.9
response to oxidative stress 8.4e-02 32 19.5
small GTPase mediated signal transduction 8.4e-02 55 18.0
Ras protein signal transduction 8.6e-02 22 21.0
stem cell dierentiation 8.8e-02 9 28.1
regulation of MAP kinase activity 8.9e-02 28 19.9
mitotic cell cycle checkpoint 9.2e-02 11 25.6
peptidyl-lysine modication 9.3e-02 6 35.3
nucleotide-excision repair, DNA damage removal 9.3e-02 7 31.8
glucose homeostasis 9.7e-02 12 24.5



























Abbildung A8.: Detailanalyse regulierter Gene der Zellzykluskontrolle. Gezeigt ist die log2-fache
Genregulierung, hervorgerufen durch Behandlung von A549 und BEAS-2B Zellen mit Holzrauchaerosol und
-gasphase in Form des Zahlenwerts und einer Farbkodierung. Die Auswahl der Gene basierte auf den 10
stärksten regulierten Genen der GO Terme „Zellzyklusphase“ (GO:0022403) und „M-Phase des mitotischen
































Abbildung A9.: Detailanalyse regulierter Gene im Zusammenhang mit Apoptose. Gezeigt ist die
log2-fache Genregulierung, hervorgerufen durch Behandlung von A549 und BEAS-2B Zellen mit Holzrauch-
aerosol und -gasphase in Form des Zahlenwerts und einer Farbkodierung. Die Auswahl der Gene basierte auf
den 10 stärksten regulierten Genen der GO Terme „Regulierung des Zelltods“ (GO:0010941) und „Apoptose“
(GO:0006915), ergänzt durch manuell hinzugefügte Gene (markiert mit „*“).
Tabelle A.10.: Verwendete Parameter zur Abschätzung der regionalen Deposition des untersuchten Aerosols







Substanz „Munich atmospheric aerosol“
restliche Einstellungen Standardwerte
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Abbildung A10.: Bestätigung der Phosphorylierung von H2AX durch die Gasphase des Holz-
rauchs aus Gesamtzelllysaten. A549 und BEAS-2B Zellen wurden 4h mit Reinluft, komplettem Holzver-
brennungsaerosol (Aerosol) und partikelgeltertem Aerosol (Gasphase) behandelt. Aus Gesamtzelllysaten
wurde mit SDS-PAGE und Western Blotting die Phosphorylierung von H2AX untersucht. Dargestellt sind
repräsentative Blots aus beiden Zelllinien und die zugehörige Quantizierung (relativ zur Reinluftkontrolle
nach Normierung auf die Ladekontrolle PCNA. Die Quantizierung zeigt den Mittelwert der Blots von 3
unabhängigen Versuchen mit je einer Probe pro Bedingung, erhalten durch Vereinigung der Gesamtzelllysate
von mindestens 2 Replikaten sowie die Standardabweichung. Die Immunoblots wurden von Larissa Ramme










Abbildung A11.: Die Behandlung mit Holzrauch induziert eine vergleichbare Intensität an γ-
H2AX als ein klassisches Zytostatikum. Repräsentative Aufnahmen der H2AX-Phosphorylierung in
A549 Zellen nach 4 h Behandlung mit der Gasphase des Holzverbrennunsgaerosols und nach 4 h Behandlung
mit 20 µM Etoposid auf Transwells unter submersen Bedingungen. Dieser Versuch wurde von Larissa Ramme
während ihrer Diplomarbeit durchgeführt.
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Abbildung A12.: Die γ-H2AX Foci persistieren selbst nach 20 h Reparaturzeit. A549 und BEAS-2B
Zellen wurden 4h mit Reinluft und partikelgeltertem Aerosol (Gasphase) behandelt. Die Zellen wurden
direkt nach Ende der Behandlung für die Immunouoreszenzfärbung xiert oder zunächst unter submersen
Bedingungen mit frischem RPMI Medium ohne HEPES oder FKS für 20 h weiterkultiviert. Danach wurden die
Zellkerne (DAPI, blau) und γ-H2AX Foci (Alexa-Fluor 488, grün) detektiert. Abgebildet sind repräsentative











Abbildung A13.: Die DNA Schadensantwort nach Behandlung mit Holzrauchaerosol führt nicht
zu einer detektierbaren Stabiliserung von p53. A549 und BEAS-2B Zellen wurden 4h mit Reinluft,
komplettem Holzverbrennungsaerosol (Aerosol) und partikelgeltertem Aerosol (Gasphase) behandelt. Aus
Gesamtzelllysaten wurde mit SDS-PAGE und Western Blotting die p53 Gehalte untersucht. Dargestellt sind
repräsentative Blots von 3 unabhängigen Versuchen je Zelllinie. PCNA diente als Ladekontrolle.
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Abbildung A14.: Behandlung mit Formaldehyd führt zu kovalenten Quervernetzungen des Kern-
proteins PCNA. A549 Zellen wurden 2 h mit 0, 50, 200, 500 µM, 5 und 50 mM FA in FKS-freiem Zellkultur-
medium behandelt. Aus Gesamtzelllysaten wurde mit SDS-PAGE und Western Blot die Anwesenheit von
PCNA Multimeren untersucht. Abgebildet ist ein repräsentatives Ergebnis aus 2 unabhängigen Versuchen.









Abbildung A15.: Repräsentative Aufnahmen der H2AX-Phosphorylierung in A549 Zellen nach
Submersbehandlungmit verschiedenen FAKonzentrationen. Gezeigt sind repräsentative Ausschnitte
der für die quantitative γ-H2AX Foci Analyse in Abb. 3.35B verwendeten uoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen nach 2h Behandlung mit 0, 200, 500 µM und 5 mM FA.
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Abbildung A16.: Repräsentative Aufnahmen der H2AX-Phosphorylierung in BEAS-2B Zellen
nach Submersbehandlung mit verschiedenen FA Konzentrationen. Gezeigt sind repräsentative Aus-
schnitte der für die quantitative γ-H2AX Foci Analyse in Abb. 3.35B verwendeten uoreszenzmikroskopi-
schen Aufnahmen nach 2h Behandlung mit 0, 200, 500 µM und 5 mM FA.
50 µM 500 µM
2 h 2 h4 h 4 h
*** **
AbbildungA17.: DieAnzahl derγ-H2AXFoci bei submerser Behandlungmit Formaldehydnimmt
2 h nach Start der Behandlung noch weiter zu. BEAS-2B Zellen wurden 2 h und 4 h mit 50 und 500
µM Formaldehyd (FA) in FKS-freiem Zellkulturmedium behandelt. Anschließend wurde mittels Immun-
uoreszenz softwaregestützt die Anzahl der γ-H2AX Foci quantiziert. Abgebildet sind die γ-H2AX Foci
pro Zelle aus mindestens 210 (4 h) bzw 640 (2 h) Zellen je Bedingung aus einem Versuch. Aus Gründen der
Darstellbarkeit wurden pro Bedingung maximal 25 Zellen je Y-Achseneinheit abgebildet und Werte über
dem 99% Quantil supprimiert. Die Boxplots zeigen den Mittelwert (farbige Raute), Median (dicke Linie),
das 1. bis 3. Quartil (Box) und den entsprechenden 1.5-fachen IQR (Whisker). Signikant unterschiedliche
Mittelwerte zur Reinluftkontrolle gekennzeichnet mit ** = p< 0.01, *** = p < 0.001 nach Kruskal-Wallis mit
Dunn’s post-hoc Test.
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